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1.1. ABO sustav krvnih grupa

Napredak tehnologije znafajno je pomogao u razumijevanju procesa i spoznaja u brojnim
granama ljudske djelatnosti, pa tako i u medicini. Svi medicinski postupci, i dijagnosticki i
terapijski neizmjerno su napredovali, a poglavito one grane Cija je osnova razumijevanje
molekularne razine funkcioniranja ljudskog organizma. Tako je razumljiv i sve veci intereS za
istrazivanje odredenih krvnih znacajki te sli¢nosti i razlika unutar populacije. Uzorci periferne
krvi su relativno lako dostupni, a rezultati istrazivanja mogu znacajno pomo¢i u
svakodnevnom medicinskom radu. O krvnim grupama i njihovom znacenju sve Se Vise
istrazuje 1 piSe od kraja proslog i pocetka ovog stolje¢a. Postojanjem krvnih grupa i
poveznicama s pojedinim podru¢jima naseg zdravlja, navikama i Zivotom uopce bave se
lije¢nici, biokemicari, biolozi, nutricionisti, psiholozi i sociolozi. Ve¢ina istrazivanja bazirana
je na fenotipskim podjelama krvnih grupa i to uglavhom ABO sustava kao klinicki
najznacajnijeg jer predstavlja imunolosku barijeru protiv transfuzije inkompatibilne krvne

grupe ili transplantacije organa.

Tocno na prijelazu 19. u 20. stoljece, 1900. godine austrijski lijecnik Karl Landsteiner
utemeljio je transfuzijsko lijeCenje otkricem ABO sustava krvnih grupa. Tri glavne krvne
grupe Landsteiner je objasnio postojanjem dva antigena A i B na eritrocitima, te protutijelima
anti-A i anti-B u serumu. Najrjeda AB krvna grupa opisana je desetak godina kasnije. Englezi
Watkins 1 Morgan krajem sedamdesetih godina definiraju specificne ugljikohidrate i to N-

acetilgalaktozamin za A i galaktozu za B krvnu grupu (Watkins 2001).

Brojni eritrocitni antigeni svrstani su u tridesetak sustava krvnih grupa. ABO geni su
klonirani, $to je omogucilo naprednije strukturne i funkcionalne analize ABO sustava i
istovremeno ukljucivanje istrazivaca iz razliitih znanstvenih grana (Yamamoto 1995). Tako
se mnogobrojnim istrazivanjima polimorfizma ABO gena bavi molekularna biologija.
Glikobiologija, Ciji se rezultati uspjeSno primjenjuju u transfuzijskoj medicini, forenzici,
transplantacijskoj medicini, stani¢noj i razvojnoj biologiji bavi se oligosaharidnim A i B
antigenima. Imunologija proucava stvaranje, pojavnost, ucinkovitost i uloge anti-A i anti-B
protutijela, produkata A i B antigena, kao i moguéi gubitak antigene ekspresije koji se

povezuje uz pojavu nekih tumora (Mohandas i sur. 2005).
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1.1.1. Eritrocitne krvne grupe

Preko 300 antigena otkrivenih na membrani eritrocita svrstano je u tridesetak sustava krvnih
grupa sukladno poziciji gena koji ih determiniraju. Klini¢ki najvazniji ABO sustav tako ima
na jednom genskom mjestu (lokusu) gen za antigen A, B ili O. Prema kemijskom sastavu
eritrocitni antigeni su proteini ili ugljikohidrati vezani za glikoproteine 1 glikolipide stani¢ne
membrane. Antigeni ABO, Lewis i P sustava krvnih grupa su ugljikohidrati i u njihovom
nastajanju geni kontroliraju sintezu enzima glikoziltransferaze koja katalizira sintezu
antigena. Proteinski antigeni su antigeni Rh, Kell, Kidd i Duffy sustava i njihova sinteza
odredena je izravno odgovaraju¢im genima (Daniels 2005).

Prema Mendelovim zakonima se nasljeduju geni koji reguliraju sintezu eritrocitnih antigena i
ve¢inom su kodominantni pa se na eritrocitima iskazuju antigeni naslijedeni od oba roditelja,
recesivni geni se fenotipski ne iskazuju u prisutnosti dominantnih. Kada postoji ,,normalni* A
gen, slabije inacice A-antigena (npr. A2) se ne iskazuju. Nasljedivanjem amorfnih gena ne
iskazuje se sinteza antigena ni u homozigotnoj formi, kao kod krvne grupe O u kojoj su oba
gena na ABO lokusu promijenjena tako da nema sinteze aktivne glikoziltransferaze. Osobe
koje nasljeduju amorfne gene su tzv. null fenotipovi i oni su bez ijednog antigena odredenog
sustava krvnih grupa. U slucaju odsutnosti antigena na eritrocitnoj membrani mogu se uociti i
morfoloske promjene eritrocita, pa ¢ak i klini¢ki znakovi blage anemije. Eritrocitne antigene
uz strukturne gene kontroliraju i regulatorni geni (Kominato i sur. 2005).

Esencijalni prekursor antigena ABO sustava krvnih grupa je H antigen (Slika 1).

N-acetil galaktozamin

Antigen H S 5

ntigen < Antigen A
73, 3
>0-0C

’ H ’)_g \ Galakioza

Slika 1. Shematski prikaz odnosa H, te A i B antigena (Preuzeto iz: en.wikipedia.org)

H lokus (FUT1) smjesten je na 19 kromosomu (19p13.12, Slika 2) i sadrzi 3 eksona koji
obuhvacaju 5 kb genomske DNA 1 kodira fukoziltransferazu (Slika 2) koja katalizira sintezu

H antigena na eritrocitima.
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— 19p13.2

19p13.12

19p12

19912

— 19q13.13
19q13.31

— 19q13.33
19q13.42

It3

Slika 2. Shema 19. kromosoma (Preuzeto iz: ghr.nlm.nih.gov)

ABO geni kontroliraju enzime transferaze koje dodaju Seéere na H-antigen, bazicnu
supstanciju s fukozom. Geni za A 1 B antigene su kodominantni, §to znac¢i da svaki gen
odreduje antigen neovisno o genu koji se nalazi na drugom alelu. Gen O je ,,recesivan® jer je
funkcionalno neaktivan. U njemu najces¢e postoji delecija jednog nukleotida Sto uzrokuje
prijevremenu Sifru za zavrSetak Citanja prepisivanja u transkripciji (tzv. stop kodon). Zbog
toga nastaje neaktivna transferaza. Na kromosomu 9 je smjeSten humani ABO gen (9934.1-
q34.2) koji sadrzi 7 eksona i 6 introna, a koji obuhvacaju 18 kb genomske DNA. ABO tip
krvne grupe je pod nadzorom jednog gena s tri alela: i, I* i I%. Zadnja dva eksona (6 i 7)
kodiraju domenu ABO glikoziltransferaze. Ovaj enzim modificira sadrzaj ugljikohidratog
antigena na eritrocitima i tako odreduje tip (Slika 3). A i B aleli se razlikuju po 7 nukleotidnih
zamjena, 4 od njih dovode do supstitucija razli¢itih aminokiselina u proteinima (R176G,
(2358, L266M, G268A). Ostaci na pozicijama 266 i 268 odreduju A ili B specifi¢nost
glikoziltransferaze koju kodiraju. A alel kodira glikoziltransferazu koja dodaje a- N-
acetilgalaktozamin na D-galaktozu na kraju H antigena, stvaraju¢i A antigen. B alel kodira
glikoziltransferazu koja dodaje a-D-galaktozu na D-galaktozu na kraju H antigena, stvarajuci
B antigen. U slucaju O alela, ekson 6 sadrzi deleciju koja rezultira gubitkom enzimske
aktivnosti. O alel se razlikuje od alela A u deleciji samo jednog nukleotida - guanina na
poziciji 261. Delecija uzrokuje nedostatak enzimske aktivnosti i H antigen ostaje

nepromijenjen (Anstee 2009, Seltsam i sur. 2003).
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N acetll-galaktozamln Fu koza

Legenda . Eritrociti
. N acetil-glukozamin OGaIaktoza

Slika 3. Shematski prikaz antigena ABO sustava krvnih grupa (Preuzeto iz: en.wikipedia.org)
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Antigeni na eritrocitima uvjetuju specificnost protutijela u serumu, $to je shematski prikazano

na Slici 4.

A B AB 0
Eritrocitna
krvna
grupa

oy L P i LA
Antitijela | -~ | TS e
u plazmi o 1 8 A T 45 AT

Anti-B Anti-A Nema Anti-A i Anti-B

Antigeni
na > ’ t e
eritrocitu | A antigen | Bantigen |AiB antigeni Nema

Slika 4. Antigeni ABO krvnih grupa na eritrocitima i IgM protutijela u serumu

(Preuzeto iz: en.wikipedia.org)

Pomoc¢u anti-A i anti-B antiseruma moguce je seroloSkim metodama odrediti Sest fenotipova
ABO sustava krvnih grupa: A, B, A2, A2B, AB i O. U imunohematoloskom laboratoriju
subtipovi pokazuju razlike u jaCini aglutinacije eritrocita s anti-A, anti-B i anti-AB

reagensima.

Metodama molekularne biologije omoguéena je ABO genotipizacija. PCR-SSP metodom koja
se temelji na nemogucnosti Taq polimeraze da popravi neslaganje na 3' kraju DNA ishodnice,
moguce je dodatno razlikovati O1, O2, Al, A2 i B alele, tj. 15 razli¢itih ABO genotipova
(Issitt i sur. 1998).

Osim osnovnih alela, subtipizacijom je definirano puno rijetkih alela. Prema podacima
preuzetim iz Blood group antigen mutation database definiran je 381 ABO alel (BGMUT
2016). Kao standardni alel je izabran A101 alel i nomenklatura subtipova je definirana prema
A1O1 alelu. Aleli se razlikuju po samo nekoliko baza u kodiraju¢em slijedove ili u
nekodirajucoj regiji gena. Polimorfizmi su nastali kao posljedica SNP (engl. single nucleotyde
polimorphism) ili intragenske rekombinacije uslijed konverzije gena (engl. crossing over).
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1.1.2. Nasljedivanje ABO sustava krvnih grupa

ABO sustav krvnih grupa nasljeduje se od oba roditelja i pod kontrolom je jednog gena s 3
alela: i, 1" i 1%, Alel 1* odreduje grupu A, alel I® odreduje grupu B, a alel i rezultirati ¢e O
krvnom grupom. I i 1 su dominantni nad i alelom, pa ¢e samo osobe koje naslijede ii od
roditelja imati O krvnu grupu. Osobe koje imaju kombinaciju 1°1* ili 1*i imaju krvnu grupu
B|B

A. Osobe koje naslijede od roditelja 117 ili 1%, nositelji su krvne grupe B. Osobe s genotipom

I”1® imaju oba fenotipa, jer i A i B pokazuju kodominaciju, §to znagi da roditelji krvne grupe
A 1 krvne grupe B mogu imati dijete krvne grupe AB. Medutim, isti roditelji mogu imati 1
dijete krvne grupe O, ukoliko su oboje heterozigoti (1%i, 1°i). Cis-AB fenotip ima jedan enzim
koji stvara oba antigena, i A i B antigen. Kao posljedica toga dolazi do slabe ekspresije A ili
B antigena, odnosno ekspresija nije na ocekivanoj razini kao kod osoba s ,,normalnom* Al ili
B krvnom grupom (Calafell i sur. 2008). Moguc¢e kombinacije u nasljedivanju sustava ABO

krvnih grupa prikazane su u Tablici 1.

Tablica 1. Moguce kombinacije u nasljedivanju ABO krvnih grupa

Otac
Krvne grupe roditelja | O A B AB
(o) o] 0,A 0,B A, B
Majka A 0,A 0,A 0, A, B, AB A, B, AB
B 0,B 0, A, B, AB 0,B A, B, AB
AB A, B A, B, AB A, B, AB A, B, AB

Zastupljenost pojedinih krvnih grupa iz ABO sustava znacajno varira diljem svijeta po
populacijama, a mogu se pratiti i varijacije unutar subpopulacija. Cesto su te raspodjele

pokazatelji migracija stanovniStva, ratova, invazija (Garratty i sur. 2004).

Preko 50% ljudi na svijetu su nositelji O krvne grupe. Najvise stanovnika koji nemaju A i B
alele potjeCu iz Srednje 1 Juzne Amerike, slijede stanovnici Sjeverne Amerike i1 africkog
kontinenta, te dio stanovniStva u Zapadnoj Europi. Krvna grupa O je najmanje zastupljena u

isto¢noj Europi (Slika 5).
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Slika 5. Raspodjela nositelja O krvne grupe u svijetu (Preuzeto iz: anthro.palomar.edu)

Zastupljenost pojedinih alela u populacijama je razliCita i postoje razlike prema etnickim
skupinama. U Sjedinjenim Americkim drzavama alel Al dvostruko ¢es$¢i kod bijelaca u
odnosu na crnu rasu, dok je alel A2 je skoro izjednaceno zastupljen medu bijelcima i crncima.
Istovremeno alel A2 vrlo rijetko nalazimo kod pripadnika orijentalnih naroda. Medu
americkim Indijancima je daleko najces¢e zastupljena O krvna grupa (88%), a uopce nema

nositelja B alela.

1.1.3. ABO sustav krvnih grupa i bolesti

Hemoliticke transfuzijske reakcije, hemoliticka bolest novorodenceta, autoimune hemoliticke
anemije, odbacivanje presatka dobro su poznata i istrazena brojna bolesna stanja koja
uzrokuju protutijela na ABO krvne grupe, ali postoje i mnoga istrazivanja koja potvrduju
povezanost pojavnosti nekih bolesti s razli¢itim genotipovima ABO krvnih grupa. Najcesce se
navode tumorske bolesti, gastroduodenalne, kardiovaskularne i infekcije (Nayak 1997), a sve
vise se ispituje povezanost ABO sustava krvnih grupa kao genetickog ¢imbenika, s razliCitim

bolestima.

Tako je ve¢ pedesetih godina proslog stoljeca uo¢ena ¢esca pojavnost karcinoma Zeluca kod
osoba koje su fenotipske A krvne grupe. Kasnijim istrazivanjima potvrdena su i obrazlozena

ova zapazanja. Naime, brojne maligne stanice razvijaju tumorski biljeg po imenu antigen
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Thomsen-Friedenreich (antigen T i antigen Tn-slabije razvijen antigen) koji po strukturi sli¢i
antigenu A (npr. karcinom zeluca). Kod normalnih stanica antigen je potisnut, ali kada stanice
postaju maligne, on se aktivira. Ako je karcinom dobro diferenciran, antigeni T su
dominantni, a manje je antigena Tn. Kod slabo diferenciranih tumorskih stanica dominira
oblik Tn. Svaki ¢ovjek ima u organizmu, stvarajuci ih primarno u crijevnoj flori, antitijela na
antigen T i Tn. Krvne grupe A i AB pokazuju najmanje agresivnu reakciju na ta dva antigena
zbog njihove sli¢nosti u strukturi s antigenom A, pa su stoga i najvise sklone malignim

bolestima. Ova je hipoteza dobro dokumentirana (Maisonneuve i sur. 2009).

Utvrdeno je da je krvna grupa vazan ¢imbenik u procjeni rizika razvoja maligne bolesti, kao i
da utje¢e na procjenu stope preZivljavanja oboljelih. Cinjenica je da je gen koji odreduje
krvnu grupu jedan od najdominantnijih gena u tijelu i najjaca podrska imunoloskom sustavu.
Imunoloski sustav Stiti organizma od stranih uzro¢nika, pa tako i1 od karcinogenih tvari
sofisticiranim metodama. Jedna metoda ukljucuje nadzor kemijskih biljega koji se nazivaju
antigenima 1 koji se nalaze na stanicama organizma. Antigen moze biti svaka tvar na koju ¢e
imunoloski sustav reagirati na odgovarajuc¢i nacin i mo¢i razluciti radi 1i se o vlastitom ili
stranom. Imunoloski sustav svaku sumnjivu tvar ili mikroorganizam usporeduje s antigenom
svoje krvne grupe. Protiv stranih antigena sustav stvara protutitijela i to je uobicajena zastita

organizma (Reid i sur. 2004).

Bolesnici s proSirenom malignom bolesti imaju dokazane skoro dvostruko vise razine Faktora
VIl i vVWF u odnosu na zdrave osobe. Fizioloski nositelji krvne grupe A i AB imaju prirodno
poviSenu razinu tih ¢imbenika, kao i poviSenu razinu fibrinogena bjelanCevine vazne za
zgruSavanje krvi, za upalne reakcije i zacjeljivanje rana. Razina fibrinogena je takoder
poviSena kod osoba s malignitetom. Rezultati brojnih istrazivanja pokazuju rjedu pojavnost
metastaza kod bolesnika koji su uzimali antikoagulantnu terapiju (Jenkins i sur. 2006,
Franchini i sur. 2012).

Istovremeno je zapazeno da su nositelji O krvne grupe skloniji autoimunim bolestima u
kojima je pojac¢an nadzor i prekomjerno aktivan imunoloski sustav. To je mozda i razlog rjede
pojave zlo¢udnih bolesti. Ipak, postoji nekoliko vrsta tumora koji se povezuju s Krvnim

grupama O (melanom) i B (karcinom kosti i mokra¢nog mjehura) (Metoki i sur. 1989).

Povezanost pojavnosti malignih oboljenja i ABO sustava krvnih grupa je u srediStu zanimanja
brojnih istrazivaca. Utvrdena je ¢eS¢a pojava karcinoma kod osoba krvnih grupa A ili AB uz

obrazlozenje da tumorski biljezi imaju znacajke nalik na antigen A, pa ih tesko ili kasno
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otkrivaju stanice imunoloskog sustava nositelja krvnih grupa A i AB. Dokazano je da kod
odredenih vrsta karcinoma, posebice probavnog sustava, krvna grupa A ima vise razine
tumorskog supresorskog gena p53. Visoka razina tog gena upozorava da je tumor postao
invazivniji te je poceo naruSavati proizvodnju antigena krvne grupe (Iodice i sur. 2010).
Dodatno povecan rizik od malignog oboljenja imaju sekretori ¢iji antigeni slobodno
cirkuliraju tijelom i kojih je oko 80% u populaciji, pa su opcenito vise izlozeni od nesekretora
kojih je zastupljenost oko 20% (Jaff 2010). Ginekoloski tumori su ¢e$¢i i povezuju se s
loSijim prognozama kod Zena s krvnom grupom A, kao karcinom endometrija, grlica
maternice i jajnika. Zene nositeljice B krvne grupe su najmanje sklone zlo¢udnom tumoru
jajnika (Marinaccio i sur. 1995). Uoceno je da viSe ljudi s krvnom grupom A oboli od
karcinoma pluca, a manje je oboljelih s krvnom grupom O, ¢ak i bez obzira na veliki rizik
koje za pojavu ove bolesti nosi puSenje za kojeg je utvrdeno da taj snazan rizi¢ni ¢imbenik
koji bi o¢ekivano nadjacao sve razlike izmedu krvnih grupa (Ulger i sur. 2002, Fukumoto i
sur. 2015).

Karcinom kostiju se najviSe povezuje s krvnom grupom B, a najmanje s krvnom grupom A.
Najvece predispozicije za leukemiju imaju osobe krvne grupe A, a najmanje osobe krvne

grupe O, pogotovo Zene.

Brojnim istrazivanjima venskih tromboza potvrdena je CeS¢a pojavnost tromboembolijskih
bolesti kod nositelja ne-O krvnih grupa koji posjeduju vecu razinu von Willebrand faktora, $to
posreduje pojacanu adheziju i agregaciju trombocita (Wu i sur. 2008, Mannucci i sur. 2017).
U odnosu na viSestruko potvrdenu povezanost ABO krvnih grupa s venskim trombozama,
veéina istraZzivanja povezanosti ABO s arterijskim bolestima nije dala konzistentne rezultate
(Clark i sur 2011). Dokazana je povezanost manje ucestale pojave tromboze kod nositelja O
krvne grupe, odnosno odgovornost alela A, B i diplotipa AB za nastanak trombotickog rizika.
Uz postojanje genetickih trombotickih ¢imbenika kao $to su mutacije FV Leiden, protrombin

G20210A i MTHFR C677T, taj rizik se jo§ dodatno povecava (Garraty 2005).

Epstein-Barrov virus utje¢e na razvoj bolesti pa su osobe s krvnom grupom B, sklonijoj
infekcijama, izloZene nesto veéem riziku (Janardhana i sur. 1991). Dokazana je i sklonosti
pojedinih bakterija, virusa i parazita za vezanje na eritrocite s odredenim antigenima krvnih
grupa, koji djeluju kao receptori. Tako je uoceno da su nositelji O krvne grupe relativno
rezistentni na teSki oblik malarije (Cserti i sur. 2007). Pretpostavlja se da su glavne razlike u

gradi ABO sustava krvnih grupa, s obzirom na oligosaharidne komponente, u razli¢itim
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dijelovima svijeta bile uzrok izazivanju epidemija infektivnih bolesti u proslosti (Blackwell i
sur. 2002).

ABO sustav krvnih grupa ocigledno ima vaznu ulogu u zastiti organizma i borbi protiv
bolesti. Raspodjela krvnih grupa u svijetu svjedoci i o postojanju vecih epidemija u nekim
podruc¢jima u proslosti. Veliki postotak O krvne grupe medu americkim Indijancima podrzava
tezu o otpornosti ove grupe na zarazu sifilisom. Istovremeno su osobe O krvne grupe bile
najmanje otporne na epidemiju kolere, a najrjede su obolijevale od tuberkuloze. Nisu sklone
malignim oboljenjima gusterace, Zeluca, dojke, jajnika i1 cerviksa. Rjede obolijevaju od
kardiovaskularnih bolesti, ali su skloniji ulkusima. Kod njih je uocen i ve¢i rizik za oboljenje

od malarije.

Nositelji A krvne grupe, uz povecani rizik za maligna oboljenja, posebno gastrointestinalnog
sustava, ¢esce razvijaju tromboembolijske bolesti. U proslosti su bili otporniji na kugu, ali

prijemcivi za velike boginje.

Sadasnja raspodjela krvne grupe B govori u prilog neotpornosti na kugu u srednjem vijeku, ali
i prijem¢ivosti za virusne infekcije a po zadnjim provedenim istrazivanjima u Svicarskoj, uz
povecane ostale rizicne ¢imbenike, dvostruko c¢eS¢e obolijevaju od infarkta miokarda od

kontrolne skupine (Nydgger i sur. 2003).

Uloga ABO sustava krvnih grupa je neupitna i sigurno vazna, mozda i vaznija od trenutnih
spoznajnih mogucénosti. Svatko od nas zivi sa svojom grupom, svaka ima svoje prednosti i
nedostatke i ne postoji idealna, bar sa stanoviSta njihove povezanosti s pojavnosti bolesti.
Sigurno je da ¢e se nastaviti istrazivanja ovog vaznog i kompleksnog sustava, ne samo kroz

prizmu povezanosti s bolestima vec i s drugih gledista znanstvenih znatizelja.

1.2. Inhibitor plazminogen aktivatora-1 (PAI-1)

Inhibitor plazminogen aktivatora-1 (PAI-1) je jednolancani glikoprotein molekulske mase oko
50 kD (Slika 6). Drugi naziv za PAI-1 je serpin-1 (akronim od SERin Proteaza INhibitori)
koji pripada super porodici inhibitora serin proteaza. Aktivno mjesto ¢ine aminokiseline Arg-
346 i Met-347 koje Cine peptidnu vezu istu kao u supstratu ciljne proteaze. PAI-1 sintetizira
se u mnogim razli¢itim tkivima i stanicama ukljucuju¢i Zilni endotel, megakariocite,
makrofage, humani endometrij, peritoneum, adipozna tkiva, aktivirane mastocite. Kada je

sintetitiziran, PAI-1 se uglavnom skladisti u trombocitima, iako moze biti izlu¢en i u struju
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krvi ili odloZzen na subendotelnom matriksu. Sintetizira se u aktivnom obliku, ali u in vivo
uvjetima je u aktivnom obliku stabilan oko dva sata. Cirkuliraju¢i PAI-1 je vezan na
vitronektin koji ga Stiti od inaktivacije i mozZe ga usmjeriti na mjesto vaskularne ozljede
(Zorio i sur. 2008).

Slika 6. Inhibitor plazminogen aktivatora-1 (Preuzeto iz: https://en.wikipedia.org/wiki/File:PAl-1.png)

PAI-1 regulira fibrinoliticki sustav inhibiraju¢i tkivni (tPA) i urokinazni (uPA) aktivator
plazminogena. Glavna funkcija PAI-1 je smanjenje fibrinolize Sto dovodi do akumulacije
fibrina, a povisenje u plazmi koncentracije PAI-1 utjee na normalni razaraju¢i mehanizam
fibrina i poti¢e trombozu. Prema nekim istrazivanjima povisenje koncentracije PAI-1 osim §to
vodi do hipofibrinolize, smanjuje aktivnost metaloproteinaza matriksa (MMP) i stani¢nu
adheziju, a ima ulogu i u tkivnom remodeliranju (Analiza gena za inhibitor plazminogen
aktivatora-1 (PAI-1), 2005).

PAI-1 je zbog svoje uloge u upali i koagulacijskoj kaskadi povezan s razvojem razli¢itih
bolesti kao Sto su: ateroskleroza, endometrioza, duboka venska tromboza, metabolicki
sindrom, rak dojke itd. To sve je potaknulo brojna ispitivanja PAI-1 kao dijagnostickog
biljega za brojne bolesti (Zorio i sur. 2008, Rami 2014).

Neravnoteza izmedu metaloproteinaza matriksa i njihovih inhibitora prisutna je kod astme $to

doprinosi remodeliranju diSnih puteva kao vaznom mehanizmu slabljenja cjelokupne plu¢ne
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funkcije. Osim Sto PAI-1 doprinosi razvoju astme svojom ulogom u remodeliranju disnih
puteva doprinosi i bronhalnoj hiperreaktivnosti te alergijskoj upali. Vazan izvor PAI-1 za
tkivno remodeliranje disnih puteva uzrokovano upalom predstavljaju stanice aktiviranih
mastocita (Dijkstra i sur. 2011).

1.2.1. Polimorfizam 4G/5G gena za PAI-1

Pod pojmom polimorfizam gena smatramo prisutnost dvaju ili viSe razli¢itih alela jednog
gena u populaciji, pri cemu odredeni alel mora biti prisutan u vise od 1% ljudi u populaciji,

inace se govori o mutaciji (Nussbaum i sur. 2007).

U promotorskoj regiji PAI-1 gena koji je smjeSten na ljudskom kromosomu 7g21.3-g22
utvrdeno je postojanje specifi¢nog polimorfizma 4G/5G koji utjece na ekspresiju PAI-1 (Slika
7). Radi se o polimorfizmu koji ukljucuje deleciju, odnosno inserciju gvaninske baze na -675
pb od promotora PAI-1 gena. Mnoga istrazivanja su pokazala da homozigotne osobe s
genotipom 4G/4G imaju koncentraciju PAI-1 u plazmi znac¢ajno vecu nego osobe s genotipom
5G/5G, odnosno da je 5G alel transkripcijski manje aktivan u odnosu na 4G alel. Na oba se
alela moZe vezati aktivator transkripcije, dok se samo na 5G alel moZe vezati represor

transkripcije koji je ko¢i (Madéach i sur. 2010).

' SI
Reiﬁgma Niska plazmatska PAI-1
= Altivator koncentracija
[J Promotor CGCGG transkripcije
-
L
GGGG 7 Aktivat .
A QS:;CD\’ Visoka plmmk? PAI-1
— koncentracija
Transkripcija
[ Eksoni 1-9 .
L i

Slika 7. Utjecaj 4G/5G polimorfizmu u PAI-1 genu na koncentraciju PAI-1 u plazmi
(Modificirano prema: Kohler HP i sur. 2000)
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1.2.2. Utjecaj 4G/5G polimorfizma PAI-gena na astmu

Neka nova istrazivanja bavila su se povezanoséu -675 4G/5G polimorfizma u promotorskoj

regiji PAl-1 gena s astmom u razli¢itim populacijama (Nie i sur. 2012).

Prema rezultatima istrazivanja moze se zakljuciti da je ucestalost 4G/5G polimorfizma PAI-1
gena razlicita kod pripadnika razli€itih rasa i etnickih skupina. Zbog razli¢itog nacina zivota i
medudjelovanja gena s Cimbenicima okoliSa, ne moze se zakljuciti da je rizik slian u

razli¢itim populacijama (Buc¢kova i sur. 2002).

Istrazivanje koje su proveli Ozbek i1 suradnici u Turskoj, a obuhvacalo je populaciju djece s
astmom 1i/ili alergijskim rinitisom, ukazuje na to da je ispitivana populacija imala vecu
pojavnost 4G alela u usporedbi s njihovim zdravim vrSnjacima iz kontrolne skupine (Ozbek i
sur. 2009).

Prije viSe od jednog desetlje¢a Buckova sa svojim suradnicima provela je istraZzivanje na
populaciji bolesnika iz Ceske s astmom i alergijskim bolestima koja podupire tezu da 4G alel
4G/5G polimorfizma PAI-1 gena moze biti ¢imbenik rizika za nastanak IgE-posredovane

astme i alergijskih bolesti (Bu¢kova i sur. 2002).

Godinu dana kasnije Cho i suradnici u Velikoj Britaniji proveli su sli¢no istrazivanje te dosli
do istog zakljucka, sa razlikom da je u britanskoj populaciji ucestalost 4G alela bila nesto

vecéa nego u ¢eskoj populaciji (Cho i sur. 2001).

Provedena istrazivanja ispitivanja povezanosti PAI-1 4G/5G polimorfizma s astmom u
Turskoj koja je ukljucivala odrasle bolesnike, pokazala je da 4G/5G polimorfizam PAI-1 gena

nije statisticki znacajan ¢imbenik u razvoju astme (Cosan i sur. 2009).

Iz dobivenih rezultata studije koju su proveli u Nizozemskoj Dijkstra i suradnici zakljucilo se
da polimorfizam PAI-1 gena ne utjeCe na nastanak astme, ali utjeCe na tezinu i progresiju
bolesti putem remodeliranja disnih puteva, kao i na odgovor na terapiju inhalacijskim
kortikosteroidima (Dijkstra i sur. 2011).

Nie i suradnici (2012) napravili su prvu meta-analizu koja je sadrZzavala osam dotad
objavljenih relevantnih istrazivanja o utjecaju 4G/5G polimorfizma PAI-1 gena na nastanak i
razvoj astme buduéi da su mnoga ranija istrazivanja pokazala dvojbene rezultate povezanosti
PAI-1 4G/5G polimorfizma s astmom. Rezultati meta analize su pokazali da je 4G/5G

polimorfizam PAI-gena rizi¢an ¢imbenik za razvoj astme (Nie i sur. 2012).
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1.3. Serotonin

Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5HT) je neurotransmiter i imunomodulator, po kemijskom
sastavu biogeni amin (Slika 8) koji nastaje sintezom iz esencijalne aminokiseline triptofana.
Poznat je po svojoj vaznoj regulacijskoj ulozi u brojnim fizioloskim i stani¢nim odgovorima,

ukljucujuéi i pluénu funkciju (Kim i sur. 2011, Lau i sur. 2012).

Slika 8. Serotonin,3D

(Preuzeto iz: https://en.wikipedia.org/wiki/Serotonin, autor: Benjah-mm27)

Djeluje na velik broj fizioloSkih funkcija, kao Sto su disanje, kardiovaskularna regulacija i
termoregulacija, kao 1 na razli¢ite vrste ponaSanja, ukljucujuci regulaciju cirkadijanih ritmova
(npr. ciklusa spavanja i budnosti), seksualnog ponasanja, apetita, agresije, osjetljivosti na bol i
kognitivnih funkcija kao $to su pamcenje i uc¢enje (Lucki 1998). Uz njegovu dobro poznatu
ulogu kao neurotransmitera u homeostazi srediSnjeg ziv€anog sustava, serotonin se pokazao i

kao esencijalni medijator u perifernom imunonoloskom sustavu (Drk i sur. 2013).

Posreduje citav niz centralnih i perifernih funkcija S$to ¢ini njegovu fiziologiju vrlo

kompleksnom.

1.3.1. Sinteza i razgradnja serotonina

Sintetizira se iz aminokiseline L-triptofana, koji se djelovanjem enzima triptofanhidroksilaze
prevodi u 5-hidroksitriptofan, a potom, djelovanjem dekarboksilaze aromatskih

aminokiselina, u 5-hidroksitriptamin. Ovaj proces odvija se samo u stanicama koje sadrze
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triptofan-hidroksilazu, a to su, u prvom redu, serotonergi¢ni neuroni u jezgrama rafe
mozdanog debla te, na periferiji, enterokromafine stanice tankog crijeva. U razgradnji
serotonina glavnu ulogu ima enzim monoamin-oksidaza, c¢ijim djelovanjem nastaje 5-
hidroksiindolacetaldehid. On se najve¢im dijelom posredstvom aldehid-dehidrogenaze

prevodi u kona¢ni metabolit serotonina, 5-hidroksiindol-octenu kiselinu (Popova 2006).

1.3.2. Serotonin u ljudskom organizmu

Glavni izvor perifernog serotonina su enterokromafine stanice gastrointestinalne sluznice koje

otpustaju dio svog sadrzaja serotonina u krvotok (Wade 1996).

Slobodni amin iz krvne plazme djelomi¢no unose u sebe trombociti, a glavno metabolicko

mjesto predstavljaju pluc¢a, odnosno pluéna mikrovaskulatura (Fuller 1986, Ortiz i sur. 1988).

Bazofili, trombociti i mastociti su upalne stanice koje sadrZe visoke koncentracije 5-HT-a
(Segal i sur. 1977, Jankovic 1989), od toga otprilike 99% 5-HT-a pohranjeno je u

trombocitima (Karege i sur. 1994).

Trombociti sadrze nekoliko komponenti slicnih onim komponentama u centralnim 5-HT
sinaptosomima. Buduci da je koncentracija serotonina u trombocitima promijenjena brojnim
patoloskim stanjima, poput autizma, alkoholizma 1 depresije, trombociti se smatraju vrlo
prikladnim perifernim modelom za proucavanje nekih komponenti centralnog 5-HT sustava
(Muck-Seler i sur. 2011).

1.3.3. Klini¢ki znacaj trombocitnog serotonina

Koncentracija trombocitnog serotonina u krvi dobar je pokazatelj homeostaze perifernog
odjeljka serotonina u organizmu. Njegova koncentracija ispitivana je u mnogim granama
medicine: ginekologiji (Gujrati i sur. 1994), imunologiji (Larsson i sur. 1989), kardiologiji
(Williams i sur. 2001), hematologiji (Cortellazzo i sur. 1985), gastroenterologiji
(Filatova,1986). U bolesnika s depresijom uofen je smanjeni transport serotonina u
trombocite, kao i smanjeno vezanje imipramina i paroksetina na 5-HT prijenosnik i1 u
neuronima i na trombocitima (Meltzer i sur.1981, Stahl 1985, Nemeroff, 1992).
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Smanjena koncentracija serotonina u trombocitima, te smanjena koncentracija metabolita

serotonina u cerebrospinalnoj tekuéini uocena je u alkoholi¢ara (Benedetti i sur. 1992).

U osoba zarazenih HIV-om nadena je za vise od tre¢ine snizena razina 5-HT u trombocitima
(Larsson i sur.1989).

Neka istrazivanja su se bavile razjaSnjavanjem uloge trombocitnih koncentracija serotonina u
astmi i primjene u otkrivanju novih (neotkrivenih) fenotipa astme, no to i dalje ostaje

otvoreno pitanje u pulmologiji (Malmgren i sur. 1982).

1.3.4. Patogenetska uloga serotonina (5-hidroksitriptamin, 5-HT) kod astme

Dosadasnji istrazivanja prikazala su vrlo vaznu ulogu trombocita i produkata koje oni
otpustaju, kao 5-HT-a, u brojnim upalnim bolestima, ukljucujuc¢i i astmu (Kornerup i sur.
2007, Arreola i sur. 2015).

Za trombocite se otkrilo kako aktivno sudjeluju u vecini glavnih mehanizama kod astme

(Idzko i sur. 2015).

Takoder se pokazano kako 5-HT modulira aktivnost stanica koje su klasi¢no ukljucene u
mehanizam kod astme putem regulacije adhezije, migracije i proizvodnje citokina i kemokina.
Istrazivanje je pokazalo kako je 5-HT induktor proupalnih citokina (IL-6, IL-1p i IL-
8/CXCLS8) koji se oslobadaju iz nekih mononuklearnih stanica periferne krvi, prate¢i kaskadu

indukcije signala (Ddirk i sur. 2005).

Po svemu prikazanom navedeni citokini imaju vaznu ulogu u upalnome odgovoru astmati¢nih

pacijenata (Sousa i sur. 1996, Durk i sur. 2013).

Uloga serotonina kod astme potvrdena je u nekoliko istraZivanja. Postoji sve izgledniji dokaz
kako su astmatski napadi potaknuti visokim razinama slobodnog serotonina u plazmi (Lechin
I sur. 1996).

Simptomatski asmaticki pacijenti imaju poviSene razine slobodnog serotonina u plazmi u

odnosu na asimptomatske pacijente (Jankovic 1989).

Takoder, slobodni serotonin je pozitivnho povezan sa stupnjem tezine bolesti i negativno

povezan s pluénom funkcijom (Lechin i sur. 1996).
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Serotonin je takoder poznat po tome $to uzrokuje bronhokonstrikciju putem perifernih i
centralnih puteva, kroz pojacavanje kolinergicke aktivnost (centralni put) i otpusStanje
histamina (periferni put). Ovo predstavlja dodatnu potporu patogenetskoj ulozi 5-HT-a u
astmi (Lechin i sur. 2004).

Vecina dosad objavljenih istraZivanja koja su se bavila povezanosti serotonina i astme
bazirale su se na razinama slobodnog serotonina u plazmi ili serumu. lako u literaturi postoje
podaci o moguc¢oj ukljucenosti neurogene upale u patofiziologiji astme, tocna uloga

serotonina nije joS uvijek u potpunosti razjasnjena (Way i sur. 2012).

1.4. Astma

1.4.1. Pojavnost i epidemiologija astme

Astma je kao bolest poznata od davnina. Rije¢ astma grckog je podrijetla i izvedena je od
korijena rije¢i koji znaci puhati te oznacava disanje s teSko¢om ili dahtanje. Pojavnost astme u
svijetu danas se krec¢e izmedu 1-18% ovisno o zemljopisnim podruc¢jima [The global burden
of asthma report, Global initiative for asthma (GINA)]. Smatra se da u ovom trenutku postoji
300 milijuna oboljelih, a da ¢e 2020. godine biti 400 milijuna bolesnika s astmom (Litonjua i
sur. 2015). Najvisa pojavnost astme nalazi se u Velikoj Britaniji, Novom Zelandu i SAD-u,
zapravo u zemljama engleskog govornog podrucja (Slika 9.). U odnosu na razli€ite rase, nema
znacajnih razlika u prevalenciji astme (Wechsler i sur. 2011). Pojavnost astme u Europi varira
od 2 do 3,3% u Italiji, Spanjolskoj, Njemackoj, Austriji, Grékoj i Estoniji te od 8 do 11,9% u
Velikoj Britaniji Novom Zelandu i Australiji. NiZe stope se uocavaju u Aziji, isto¢noj Europi i
Africi (Murray i sur. 2015). Medu razvijenim zemljama, ¢e$¢a je u onima koje su manje
razvijene, za razliku od zemalja u razvoju, gdje je ces¢a u onima bogatijima. Razlog ovih
razlika nije poznat. Vise od 80% smrtnih slucajeva zbiva se u zemljama s niskim i srednjim
prihodima (Anderson i sur. 2007). U Hrvatskoj je pojavnost astme srednje visoka i krece se
izmedu 5-8% u djece i srednjoSkolske mladezZi (Stipi¢-Markovi¢ i sur. 2003). Tijekom
nekoliko posljednjih desetljeca uocen je porast broja oboljelih od astme, do 50% svakih 10
godina [Centers for Disease Control and Prevention (CDC), Asthma-United States 1982-
1992, 1995]. U posljednje se vrijeme u svijetu primjecuje plato porasta astme, u zemljama sa
visokom prevalencijom (Bousget i sur. 2005, Anandan i sur. 2010), te se ¢ini da je daljnji

porast astme zaustavljen i u djece (Wennergren 2011), i u odraslih (Bjerg i sur. 2011).
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Slika 9. Stope pojavnosti astme u razlicitim zemljama svijeta
(Preuzeto iz: http://ginasthma.org/pdf/GINABurdenReport.pdf)

1.4.2. Definicija astme

Astma je heterogena bolest, ve¢inom obiljezena kroni¢énom upalom di$nih puteva. Bolest se
Klinicki ocituje ponavljanim napadima piskanja, zaduhe, pritiska u prsistu i kaslju, osobito
nocu 1/ili u ranim jutarnjim satima. To je jedna od najces$¢ih kroni¢nih bolesti, osobito kod
djece, a njezina ucestalost je u porastu u razvijenim zemljama (Chang 2006, Pearce i sur.
2007). Prema teoriji upale, koja je potekla prije 100 godina, kroz analizu disnih putova i
pluénog parenhima, kod obduciranih pacijenata koji su umrli od astme, glavni uzrok
patoloskih promjena u astmatiCara je kroni¢na, ne-zarazna upala diSnih putova (Curschmann
1882, Hamid 2012).

1.4.3. Etiologija astme

Astma je ozbiljna i proSirena bolest, a rezultat je slozenih medudjelovanja visestrukih genskih
1 okolisnih ¢imbenika. Smatra se kako je nedavno povecanje ucestalosti astme uzrokovano

promjenama epigenetskih ¢imbenika (nasljednih ¢imbenika koji nisu povezani sa strukturom

.....

astmu su genetska predispozicija, spol, bronhalna hiperreaktivnost, atopija, izloZenost
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alergenima, infekcijama, te duhanskom dimu, pretilost i perinatalni ¢imbenici. Postojanje ovih
¢imbenika i1 njihove kombinacije kod bolesnika utjecu i na tezinu bolesti i na odgovor na

lijecenje (Choudhry i sur. 2007).

1.4.3.1. Genetska predispozcija

Astma je zapravo multigenska bolest obzirom da nasljede u astmi ne slijedi klasi¢an
mendelski model nasljedivanja karakteristican za monogenske bolesti. RazliCiti geni u
razli¢itih pojedinaca dovode do istog fenotipa astme (lokusna heterogenost), dok je
zajednicko djelovanje vise gena kod istog pojedinca nuzno za ocitovanje odredenog fenotipa
astme (poligensko ili oligensko nasljedivanje) (Baldini i sur. 1999). Genetska istraZivanja su
se temeljila na viSe znacajki astme: bronhalna hiperreaktivnost, atopija, stvaranje upalnih
medijatora kao Sto su citokini, kemokini i ¢imbenici rasta te ravnoteza Thl (pomo¢nicki T
limfociti 1, engl. T-helper 1) i Th2 (pomo¢nicki T limfociti 2, engl. T-helper 2) imunosnog
odgovora (Strachan 1989). Genetska predispozicija za pojavu astme jo$ nije poznata iako je
utvrdena povezanost povecane serumske koncentracije ukupnog imunoglobulina E (IgE) i
bronhalne hiperreaktivnosti s kromosomom 5q31 (Marsh i sur. 1994), visokoafinitetnog
receptora za IgE (FceRI) i kromosoma 11ql13 (Shirakawa i sur. 1994), bronhalne
hiperreaktivnosti i atopije s genom za TNF-a (¢imbenik nekroze tumora o, engl. Tumor
Necrosis Factor-a) (Ivkovié-Jurekovi¢ 2005), te remodeliranja bronha i gena ADAMS33

smjeStenog na kromosomu 20p (Cookson 2003).

1.4.3.2. Spol

Poznato je da je u djecjoj dobi astma CeSc¢a u djeCaka nego u djevojcica, S vrhuncem
predominacije muskog spola u pubertetu (Weiss i sur. 1995). PoviSen rizik razvoja astme u
muske djece vjerojatno je posljedica uzih diSnih puteva, poviSenog tonusa diSnih puteva
(Gissler i sur. 1999) i moguce ve¢om ucestalos¢u atopije u muskog spola (IgE-senzitizacija),
Sto ih predisponira za pogorSanje ogranic¢enog protoka pri odgovoru na razlicite stimulanse
(Sears i sur. 1993). U odrasloj dobi, nakon dvadesete godine zZivota astma je jednako
zastupljena u oba spola da bi nakon ¢etrdesete godine Zivota Zene viSe obolijevale (Bush i sur.

2009). Pojavnost astme ¢e$¢a je u mladih nego u starijih osoba (Murray i sur. 2015).
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1.4.3.3. Bronhalna hiperreaktivnost

Bronhalna hiperreaktivnost (BHR) je stanje pretjeranog odgovora na provokacijske
¢imbenike, §to predstavlja ¢imbenik rizika za pojavu astme. To je nasljedna sklonosti koja
usko korelira s razinom IgE u krvi i upalom didnih puteva. Sklonost ka povisenju IgE u krvi
nasljeduje se zajedno sa bronhalnom hiperreaktivnoscu, a gen odgovoran za BHR lociran je
blizu lokusa za regulaciju razine serumskog IgE na kromosomu 5q (Postma i sur. 1995).
Udruzenost asimptomatske BH s upalom i remodeliranjem di$nih puteva, upucuje na
postojanje upalnih promjena disnih puteva prije pojave astme (Laprise i sur. 1997, Jansen i
sur. 1999). IstraZzivanje koje je ucinjeno u odraslih i djece je pokazao da je pojavnost astme
dva do tri puta niza od pojavnosti BHR (Weiss i sur. 1993). Ova opazanja sugeriraju da astma
I BHR nisu identi¢an fenomen. Hiperreaktivnost disnih putova je potrebna ali ne i dostatna za

razvoj klinicke slike astme.

1.4.3.4. Atopija

Genetska sklonost stvaranju visokih koncentracija protutijela klase IgE u doticaju s
alergenima iz okolisa (atopija), je najsnazniji potvrdeni ¢imbenik rizika za razvoj astme
(Hamilton i sur. 2010). U djecjoj dobi atopijsku podlogu ima ¢ak 75-90% astme (Sporik i sur.
1990, Pearce i sur. 1999). Atopija se ocituje poveéanom koncentracijom ukupnih (ulgE) i
specificnih (sIgE) IgE protutijela u serumu i1 pozitivnim odgovorom u koznom ubodnom testu

na niz standardiziranih inhalacijskih i/ili nutritivnih alergena (Golden i sur. 2011).

1.4.3.5. Alergeni

IzloZenost alergenima je vazan ¢imbenik rizika za razvoj alergijske preosjetljivosti. Kod
preosjetljivin osoba doticaj s alergenima dovodi do pogorSanja astme i/ili prisutnosti
simptoma bolesti (Gold, 2000). Alergeni zatvorenih prostora su grinje iz kucne prasSine,
Zivotinjski proteini kué¢nih ljubimaca (macka, pas), Zohari i gljivice. Najces¢i alergeni
zatvorenih prostora povezani s astmom su piroglifidne grinje Dermatophagoides
pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides microceras i Euroglyphus
marinei. Glavni alergeni vanjskih prostora povezani s astmom su peludi stabala, trava i
korova (Wheatley 2015). Njihova koncentracija varira ovisno o geografskoj Sirini i

atmosferskim prilikama, a peludne se mape mijenjaju kao posljedica klimatskih i
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kulturoloskih ¢imbenika i migracija stanovnistva (D'amato i sur. 1998., Ait-Khaled i sur.
2009).

1.4.3.6. Infekcije disnih putova

Infekcije respiratornim sincicijskim virusom (RSV) i virusom parainfluence u ranom

djetinjstvu su vazan ¢imbenik rizika za razvoj astme i alergije u kasnijoj dobi (Sigurs i sur.

2000, Gern i sur. 2002).

1.4.3.7. 1zlozenost duhanskom dimu

Pasivno puSenje, prvenstveno puSenje majki koje su tijekom prve godine Zivota u uzem
doticaju s djecom, jedan je od najsnaznijih ¢imbenika rizika za nastanak astme (Wang i sur.
2008). Alergijska upala kod astme dovodi do povecane sekrecije sluzi, samim tim i do kaslja i
osjecaja guSenja (Stapleton i sur. 2011). Kod dugogodi$njih puSaca, duhanski dim takoder
stimulira dodatno lucenje sluzi ¢iji visak dovodi do napada kaslja (Thompson i sur. 2005).
Spazam miSica i otok sluznice bronha otezavaju disanje kod asmaticara, a sli¢an ucinak ima i

dugotrajna konzumacija duhanskog dima kod pusaca (Stapleton i sur. 2011).

1.4.3.8. Pretilost

Pojavnost astme i pretilosti u stalnom je porastu, no njihova povezanost je zbog nedostatka
provedenih istrazivanja i dalje dvojbena (Ford 2005, Clerisme-Beaty i sur. 2009). Neka
istrazivanja ukazuju da pacijenti s povecanim indeksom tjelesne mase (BMI, engl. Body Mass
Index) imaju vedéi rizik za razvoj astme (Beuther i sur. 2007, Shore i sur. 2005). Rizik je veci
za nealergijsku nego za alergijsku astmu (Chen i sur. 2006). Povisen BMI moZze biti povezan i
s tezinom astme (Taylor i sur. 2008). U pretilih astmati¢ara nakon gubitka na tjelesnoj tezini
primije¢eno je smanjenje subjektivnog osje¢aja dispneje, poboljSanje spirometrijskih

parametara i manje egzacerbacija astme (Stenius-Aarniala i sur. 2000).

1.4.3.9. Perinatalni ¢imbenici

Porod carskim rezom, dob majke, prijevremeni porod, prehrana tijekom trudnoce,

novorodenacka zutica, opseg glave pri porodu i upotreba antibiotika tijekom prve godine
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zivota povezuju se s razvojem astme u djecjoj dobi. Povecan ulgE u krvi pupkovine i
pozitivna obiteljska anamneza u pravcu atopije su povezani s razvojem atopijske bolesti u
djetinjstvu (Halken 2003). Porod carskim rezom takoder povecava rizik za astme u djece
(Tollanes i sur. 2008). Mediteranska prehrana u trudnoéi smanjuju rizik za razvoj atopijskih

bolesti i astmu u djecjoj dobi (Chatzi i sur. 2008).

1.4.3.10. Oneciséenje zraka

Oneciscivaci zraka (sumporni dioksid, dusSi¢ni oksidi, kiseli aerosoli i ozon) povezani su sa

simptomima i egzacerbacijama astme (Devereux i sur. 2006).

1.4.4. Patofiziologija astme

Astmu karakterizira reverzibilna opstrukcija bronha, trajna bronhalna hiperreaktivnost, upala i
remodeliranje bronha kao pretjerani odgovor disnih putova na vanjski stimulus (alergen,

iritans).

1.4.4.1. Upalna reakcija disnih putova

U astmi kod upalne reakcije prisutne su brojne stanice i medijatori upale. Medijatori su dio
unutarstani¢nog signalnog puta koji omogucuje stanicama diSnih putova komunikaciju
dovode¢i ili do sanacije upalne reakcije ili nastanka kroni¢ne upale s trajnim oStecenjem
tkiva. U alergijskoj upali tri su vrste stanica kljune: eozinofilni granulociti, limfociti T
odnosno Th2-stanice i mastociti. Svaka od ovih stanica otpusta pohranjene upalne medijatore
kao Sto su eozinofilni kationski protein (ECP, engl. Eosinophil Cationic Protein) iz
eozinofilnih granulocita i histamin iz mastocita ili de novo stvorene upalne medijatore
(leukotrijeni, prostaglandini) i citokine (interleukini). Upalna reakcija se odvija u dvije faze.
Nakon udisanja antigena koji pokreCe reakciju, dendriticne stanice, odnosno stanice za
predoCavanje antigena (APC, engl. Antigen Presenting Cells), predoc¢uju limfocitima T
antigen u sklopu molekula drugog razreda glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (MHC-II,
engl. Major Histocompatibility Complex class II). T-limfociti tipa CD4 prepoznaju antigene
pomocu specifiénih T-receptora (TCR, engl. T cell receptor) te dolazi do diferencijacije i
aktivacije Th limfocita. Subpopulacija pomagackih limfocita T (Th2-limfociti) produkcijom
citokina poti¢e sintezu protutijela IgE klase u limfocitima B, te aktiviraju eozinofilne
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granulocite koji podrzavaju alergijsku upalu (Holt 2004). Interleukini (IL) 4 i 13, koje Iuce
aktivirani limfociti T, klju¢ni su u indukciji Th2 imunoloskog odgovora, sudjeluju u aktivaciji
1 proliferaciji limfocita B koji posljedi¢no tome sintetiziraju IgE protutijela specificna za
navedeni antigen. Pri ponovnom doticaju s antigenom (sada alergenom) spajanje alergena i
specificnih IgE pri¢vrSéenih na membrani mastocita, makrofaga i bazofilnih granulocita

dovodi do pokretanja upalne alergijske reakcije.

1.4.4.1.1. Rana faza IgE posredovane reakcije

Kada ponovno izlaganje alergenu dovodi do unakrsnog povezivanja najmanje dvije IgE
molekule spojene na Fc receptore na membrani mastocita, makrofaga i bazofilnih granulocita
u alergiCne osobe to izaziva rani ili neposredni alergijski odgovor koji karakteriziraju
degranulacija ovih stanica i sekrecija niza medijatora kao Sto su histamin, triptaza,
eikosanoidi, i rodovi molekula s reaktivnim kisikom (ROS, engl. Reactive Oxygen Species) te
ekspresija adhezijskih molekula (Rosenwasser, 2007). Ovi medijatori izazivaju kontrakciju
glatke muskulature bronha, vazodilataciju i povecanu propusnost krvnih zila tijekom prvih 4-
6 sati nakon izlaganja alergenu. Takoder djeluju kemotakticki na neutrofilne, bazofilne i
eozinofilne granulocite te monocite (O’Byrne i sur. 2001). Upalni medijatori aktiviraju i
inducibilnu sintetazu dusi¢nog oksida (iNOS, engl. inducible isoform Nitric Oxide Synthase)
koja potice oslobadanje duSi¢nog oksida (NO) primarno iz epitelnih stanica disnih putova.

Povecana koli¢ina NO doprinosi upalnom procesu u astmi (Pijnenburg i sur. 2008).

1.4.4.1.2. Kasna faza IgE posredovane reakcije

Klasi¢na kasna reakcija razvija se u oko 50% bolesnika 3-12 sati nakon izlaganja alergenu.
Karakterizirana je trajnom bronhoopstrukcijom, hiperreaktivno$¢u bronha i remodeliranjem
(Jeffery i sur. 2006, Boulet i sur. 2007). Nekoliko sati nakon izlaganja alergenu TNF-a, kojeg
oslobadaju aktivirani mastociti, stimulira ekspresiju vaskularnih adhezijskih molekula na
endotelnim stanicama krvnih Zila $to, u konacnici, rezultira transendotelnom migracijom
razli¢itih upalnih stanica. Th2 citokini (IL-3, IL-5 i GM-SCF) omoguéuju prezivljavanje
aktiviranih upalnih stanica u bronhalnom tkivu zahvaljuju¢i reduciranoj apoptozi, ali i
posreduju u remodeliranju bronha aktiviranjem mirujuéi stanica u ciljnom organu. IL-4 i IL-
13 poticu epitelne stanice na proizvodnju transformirajuceg faktora rasta alfa (TGF-o, engl.

Transforming Growth Factor-a). TGF-a putem autokrinog signalnog mehanizma dovodi do
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metaplazije sluznice i proliferacije fibroblasta (Holgate 2007). U isto vrijeme, sekrecija IL-5
od strane Th2 stanica dovodi do daljnje aktivacije i infiltracije eozinofilnih granulocita
(Broide 2001). Jednom uspostavljena alergijska reakcija moze biti samoodrZiva i moze

uzrokovati kroni¢nu bolest u genetski predisponiranog pojedinca.

1.4.4.2. Strukturno — funkcionalne promjene

Glavno obiljezje vecine bolesnika sa simptomima astme je upala bronha, a karakterizira je
nakupljanje upalnih stanica, promjene na razini epitela, i otpuStanje mnogih upalnih
medijatora. Obiljezja upale ovise o pokretacu i dobi, a mogu se razlikovati medu
fenotipovima astme. U upali sudjeluju eozinofilni granulociti, neutrofilni granulociti i
limfociti T, koji infiltriraju epitel bronha (Holt 2004). Neutrofilna upala je povezana s
virusnim pokretacima i tezinom bolesti (Rosenwasser 2007). Eozinofilna upala ukazuje na
atopiju, a odgovorna je i za duljinu trajanja simptoma (O’Byrne i sur. 2001). Uz upalu
bronhalne sluznice odvijaju se i ostale promjene u diSnim putovima bolesnika s astmom. To

su remodeliranje bronha, bronhoopstrukcija i bronhalna hiperreaktivnost.

1.4.4.3. Remodeliranje bronha

Jedan od karakteristika astme je i remodeliranje diSnih puteva. Remodeliranje je naziv koji se
koristi za strukturne promjene u diSnim putevima koji se ne nalaze kod zdravih osoba
(Bergeron i sur. 2010). To je proces koji dovodi do ireverzibilnih promjena u strukturi bronha
a nastaje kao posljedica dugotrajne upale disnih puteva. Taj proces podrazumijeva hipertrofiju
miSica, neoangiogenezu i povecanu prokrvljenost, kroni¢nu infiltraciju upalnim stanicama,
hiperplaziju vrc¢astih stanica, depoziciju kolagena, zadebljanje bazalne membrane i smanjenje
elasti¢nosti zida di$nih putova (Bousquet i sur. 2000). Remodeliranje je osobito prisutno u
vanjskom djelu malih disSnih puteva te je karakterizirano poja¢anim odlaganjem fibronektina,
kolagena I i III te pojacanom ekspresijom matriks metaloproteinaza 1, 2 i 9 (MMP). Promjene
u vanjskim dijelovima malih disnih puteva u bliskoj su vezi s perialveolarnim prostorom te

mogu dovesti i do strukturnih promjena u plu¢nom parenhimu (Hamid 2012).
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1.4.4.4. Opstrukcija bronha

Opstrukcija bronha dogada se uslijed kontrakcije glatkih misica, edema i hipersekrecije sluzi.
(Hamid 2012). Na histoloSkim preparatima prereza bronha vidljivo je zadebljanje bazalne
membrane epitela, suzenje lumena bronha kojeg ispunjava sluzavi eksudat uz vréaste stanice i
metaplaziju (Slika 10). Suzenje je uglavnom reverzibilno uz terapiju, a uz tipi¢ne promjene
kao Sto su povecanje broja eozinofila i zadebljanje lamine reticularis u bazalnoj membrani

epitela, kasnije moze do¢i do zadebljanja miSi¢nog sloja u stijenci uz povecéanje broja zlijezda

koje izlucuju sluz. Kod tezih slucajeva dolazi do promjena i u samoj gradi diSnih putova

(Murray, 2015).

Slika 10. Prerez kroz bronha, opstrukcija lumena bronhiola sluzavim eksudatom i
zadebljanom bazalnom membranom epitela u bolesnika s astmom (Preuzeto iz:
http://www.flickr.com/photos/pulmonary pathology/3705143121/)

1.3.4.5. Hiperreaktivnost bronha

Hiperreaktivnost bronha je sklonost diSnih putova suzavanju nakon izlaganja razliitim

podrazajima. Nastaje kao posljedica trajne upale bronhalnog stabla koja se ocituje oSte¢enjem
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bronhalnog epitela i prisutno§¢u upalnih stanica. Inducirana je inhalacijom alergena te

aktivacijom neutrofilnih i eozinofilnih granulocita (Kumar i sur. 2005).

1.4.5. Klasifikacija astme

Astma se prema tezini klini¢ke slike, opstrukciji di$nih putova i varijabilnosti pluéne funkcije,

klasificira u Cetiri kategorije: povremena, blaga trajna, umjerena trajna i teSka trajna astma

(Tablica 2). Raspodjela se procjenjuje sukladno ucestalosti simptoma, trajanju egzacerbacije,

pojavnosti no¢nih simptoma, te rezultatima mjerenja pluéne funkcije: forsiranog izdisajnog

(ekspiracijskog) volumena u 1 sekundi (FEV 1) kao najboljeg pokazatelja protoka i vrSnog

protoka zraka tj, maksimalne brzine izdaha (PEF).

Tablica 2. Klasifikacija tezine astme prema klinickim simptomima

Intermitentna Blaga trajna astma | Umjerena  trajna | TeSka trajna astma
astma astma
Simptomi manje od | Simptomi vise od | Simptomi Simptomi
jednom tjedno Jednpm tjedr!o, ali svakodnevno svakodnevno
manje od jednom
dnevno

Kratke egzarcebacije

Egzacerbacije mogu
utjecati na aktivnost
ili spavanje

Egzacerbacije mogu
utjecati na aktivnost
ili spavanje

Ceste egzarcebacije

No¢ni simptomi ne
vise od dvaput

Noéni simptomi vise
od dvaput mjesecno

No¢ni simptomi vise
od jednom tjedno

Cesti simptomi noéne
astme

mjesecno Svakodnevno Ogranicenje fizicke
koriStenje aktivnosti
inhalacijskih kratko
djelujucih B2-
agonista

FEV1 ili PEF >80% | FEV1ili PEF >80% | FEV1 ili PEF FEV1 ili PEF <60%
60-80%

PEF ili FEV1 PEF ili FEV1 PEF ili FEV1

varijabilnost < 20% | varijabilnost PEF ili FEV1 varijabilnost >30%

< 20-30% varijabilnost >30%
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1.4.6. Fenotipovi i endotipovi astme

Pod pojmom fenotip razumijeva se skup vidljivih 1 mjerljivih znacajki u bolesnika s astmom
nastalih kao posljedica ekspresije genotipa i medurcakcije s okoliSem. Potreba za
definiranjem razlicitih fenotipova astme nametnula se zbog pristupa pravilnoj terapiji astme,
no nemamo jasnu i op¢eprihvacenu kategorizaciju astme po fenotipu. Takoder, treba imati u
vidu mogucu promjenu, a vjerojatno i preklapanje fenotipova astme u bolesnika. Endotipom
se smatraju vrste astme koje obiljezava molekularna heterogenost nastala kao posljedica
razli¢ite imunopatogeneze i/ili terapijskog odgovora. Svaki endotip moze obuhvacati vise

fenotipova astme kao S$to i odredeni fenotipovi mogu biti prisutni u viSe endotipova.

Podjela astme kao najbolji opis fenotipova astme u odraslih temelji se na ovim obiljezjima: 1.
pokretacu i/ili okidacu bolesti (npr. alergijski, nealergijski, lijekovi, npr. acetilsalicilna
kiselina, infekcije, napor), 2. klinickoj slici (sipnja kao posljedica virusne infekcije ili ostalih
visestrukih okidac¢a bolesti, fenotip obiljezen znaCajnim pogorSanjima, fenotip obiljezen
ireverzibilnom opstrukcijom disnih putova) i 3. upalnim biljezima (eozinofilni, neutrofilni,

mijesani i neupalni fenotip).
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Imaju¢i u vidu rasprostranjenost i ozbiljnost astme, a istovremeno i neke mogucnosti
prevencije, namece se zakljuak da je vazno ustanoviti sve ¢imbenike rizika koji mogu
utjecati na prevenciju razvoja bolesti, pravovremeno dijagnosticiranje i odgovarajuce lijeCenje
te eventualno smanje egzacerbacija bolesti. Jo$ uvijek visoka pojavnost astme stavlja naglasak
na istrazivanje novih ¢imbenika rizika za razvoj ove bolesti s ciljem razjasnjenja patogeneze

te brzeg prepoznavanja i lijecenja.

Inhibitor plazminogen aktivatora-1(PAI-1) je glikoprotein koji regulira fibrinoliti¢ki sustav.
PoviSenje PAI-1 uzrokuje hipofibrinolizu, smanjuje aktivnost matriks metaloproteaza i
stani¢nu adheziju. Ekspresija PAI-1 ovisi o polimorfizmu 4G/5G u promotorskoj regiji gena
za PAI-1. Budu¢i da se u plazmi osoba nositelja genotipa 4G/4G nalazi 25% viSa
koncentracija PAI-1 u odnosu na osobe s genotipom 5G/5G, rezultati istrazivanja mogu
ukazati da bi varijante gena za PAI-1 mogle biti riziéni ¢imbenik za razvoj astme, posebice u

nositelja alela 4G.

Za pojave poremecaja diSne funkcije kao jednog od vodecih javnozdravstvenih problema s
kojima se suo¢ava dana$nje drustvo u razvijenim i srednje razvijenim zemljama definirani su
mnogi ¢imbenici rizika. lako su dosadasnja istrazivanja pokazala povezanost ABO sustava
krvnih grupa s pojavnos$cu gastrointestinalnih, kardiovaskularnih bolesti te tumora, u literaturi
postoji malo podataka o povezanosti razli¢itih genotipova ABO krvnih grupa kao genetickog
¢imbenika i razvoja astme. Usporedbom ucestalosti pojavnosti pojedinih ABO alela u zdravoj
populaciji 1 kod ispitanika s poremecajem funkcije ventilacije mozemo procijeniti koliko bi
pojedini ABO aleli bili mogu¢i rizicni ¢imbenici u razvoju navedenih poremecaja. OvO
istraZivanje je pokuSaj definiranja znacaja povezanosti ABO genotipa krvnih grupa sa
pojavnosti astme u nasoj populaciji. Rezultati mogu uputiti na ABO genotipizaciju kao dio
obveznih pretraga kod sumnji na razvoj astme, a isto tako usmjerenje na pojacavanje

preventive kod ve¢ postojece pozitivne obiteljske anamneze vezano uz odredenu ABO krvnu

grupu.

Poznata je regulacijska uloga serotonina u brojnim fizioloskim i stani¢nim odgovorima,
uklju¢ujuéi i pluénu funkciju. Dosadasnji istraZivanja prikazala su vrlo vaznu ulogu
trombocita i produkata koje oni otpustaju, kao 5-HT-a, u brojnim upalnim bolestima,
ukljucujuéi i astmu. 5-HT modulira aktivnost stanica koje su klasicno uklju¢ene u mehanizam
kod astme putem regulacije adhezije, migracije i proizvodnje citokina te kemokina.
Istrazivanje je pokazalo kako je 5-HT induktor proupalnih citokina (IL-6, IL-1p i IL-
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8/CXCL8) koji imaju vaznu ulogu u upalnome odgovoru astmati¢nih pacijenata. Uloga
serotonina kod astme potvrdena je u nekoliko istrazivanja. Postoji sve izgledniji dokaz kako
su astmatski napadi potaknuti visokim razinama slobodnog serotonina u plazmi.
Simptomatski asmati¢ki pacijenti imaju poviSene razine slobodnog serotonina u plazmi u
odnosu na asimptomatske pacijente, Sto dokazuje da je slobodni serotonin pozitivno povezan
sa stupnjem tezine bolesti i negativno povezan s plu¢nom funkcijom. Kroz pojacavanje
kolinergi¢ke aktivnosti (centralni put) i otpuStanje histamina (periferni put) serotonin uzrokuje

bronhokonstrikciju, Sto predstavlja dodatnu potporu patogenetskoj ulozi 5-HT-a u astmi.

Vecina dosad objavljenih istraZivanja koje su se bavile povezanosti serotonina i astme
bazirale su se na razinama slobodnog serotonina u plazmi ili serumu. lako u literaturi postoje
podaci o moguc¢oj ukljucenosti neurogene upale u patofiziologiji astme, tocna uloga
serotonina nije jo$ uvijek u potpunosti razjasnjena. Razlike u kvantitativnim vrijednostima
serotonina kod bolesnika s astmom u odnosu na kontrolnu skupinu moze nam biti od pomo¢i

u dijagnostici kao dodatni biomarker kod osoba koje boluju od astme i alergijskog rinitisa.
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3.1. Materijali

3.1.1. Ispitanici

Prvu skupinu ispitanika sacinjavali su bolesnici s klini¢ki i laboratorijski potvrdenom
dijagnozom astme. Prikupljeno je, uz njihov potpisani pristanak, 149 uzoraka krvi. Uzorci su
prikupljeni u Klinici za pluéne bolesti Jordanovac, pri Klini¢kom bolni¢kom centru ,,Zagreb*
nakon odobrenja Eti¢kog povjerenstva ustanove. Navedeni bolesnici sacinjavali su ispitivanu
skupinu A. U njoj su bile 92 Zene i 52 muskaraca u dobi od 18 do 88 godina. Kod bolesnika je
uzeta detaljna anamneza o dobi i zivotnom stilu ispitanika, pozitivnoj obiteljskoj anamnezi,
respiratornim problemima u djetinjstvu, odreden je okida¢ koji pokrec¢e astmatski napad,
podaci o alergenima koji utjeCu na tijek bolesti, potrebom za hitnim intervencijama i broju
hospitalizacija zbog egzacerbacije bolesti zadnjih godinu dana, komorbiditetu, odnosno
prisutnosti drugih bolesti (hipertenzija, diabetes mellitus, gastroesofagealna refluksna bolest-
GERB, cerebrovaskularne bolesti) i pusenju. Bolesnicima je takoder odreden fenotip astme.
Svim ispitanicima s astmom uzet je fizikalni status, ucinjeni su testovi plu¢ne funkcije kojim
se odredio stupanj tezine ventilacijske disfunkcije, u€injen je Ventolin test, FeNO, a od

laboratorijskih testova odredivanje IgE.

Nakon odobrenja Etickog povjerenstva Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu
istrazivanje je radeno na 153 uzorka krvi, zdravih, nesrodnih dobrovoljnih davatelja krvi koji
u osobnoj niti obiteljskoj anamnezi nisu imali poremecaj ventilacijske funkcije pluca.
Davatelji su gradani Republike Hrvatske, starosne dobi usporedive s ispitivanom skupinom
bolesnika. Prije uzimanja uzorka krvi potpisom su potvrdili pristanak za ispitivanje koje smo
planirali uciniti. Uzorci krvi dobrovoljnih davatelja predstavljaju kontrolnu populacijsku
skupinu u ovom istrazivanju (skupina K). Kontrolnu skupinu sac¢injavali su 82 Zene i 71
muskarca u dobi od 23 do 73 godina.

Svim ispitanicima iz skupina bolesnika (skupine A) i iz kontrolne skupine (skupina K) uzet je
uzorak od 8,5 mL periferne krvi u epruvetu (Vacutainer ®Plastic PPT) s antikoagulansom
poliesterskim polimernim gelom sa suhim K,EDTA (Etilen-diamino-tetra-octena Kiselina) (engl.

Ethylenediaminetetraacetic acid).

Uzorci su pripremani za molekularno testiranje u Odjelu za molekularnu dijagnostiku

Hrvatskog zavoda za transfuzijsku medicinu. Nakon stajanja na sobnoj temperaturi najvise do
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2 sata centrifugirani su 10 minuta na 2500 okretaja/min. Nakon toga su zamrznuti na
temperaturi od -80 °C. Testiranje je provodeno u vise serija po desetak uzoraka.
3.1.2. Uredaji i kemikalije

U Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu, Odjelu za molekularnu dijagnostiku
provedeno je cjelokupno laboratorijsko ispitivanje sa standardno koriStenim priborom i na

postoje¢im uredajima.

3.1.2.1. Laboratorijski uredaji

Svi koristeni laboratorijski uredaji su uredno validirani sukladno sustavu osiguranja kvalitete.

U Tablici 3 nabrojeni su laboratorijski uredaji:
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Tablica 3. Popis koristenih uredaja, njihove namjene i proizvodaca

UREDAJ

NAMJENA

PROIZVODAC

QIlAcube uredaj

uredaj za automatsku

izolaciju nukleinskih kiselina

Qiagen, Njemacka

PCR uredaji ABI 2700 i

ABI 9700

uredaji za umnozavanje

genskih ulomaka

Applied Biosystems, SAD

AB 7500 real-time PCR
System

izvodenje RT-PCR

Applied Biosystems, SAD

Elchrom sustav

izvodenje elektroforeze

Elchrom, Svicarska

Kodak kamera slikanje gelova nakon Kodak, SAD
elektroforeze
Transiluminator obasjavanje UV svjetlosti
Centrifuge centrifugiranje uzoraka Eppendorf 5415R,
Eppendorf, Njemacka
Termoblok inkubacija uzoraka Eppendorf, Njemacka
Muckalica izolacija uzoraka Eppendorf, Njemacka

Sterilni kabineti s laminarnim

protokom zraka
Hereaus HS 12/2

Iskra pio LFVP 9

odvajanje uzoraka i izrada
reakcijske smjese za
polimerazne lan¢ane reakcije

i RT-PCR

Thermolectron LED GmBH,

Njemacka

Iskra P10 d.o.0, Slovenija
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3.1.2.2. Kemikalije i pomo¢na sredstva

Kit koji je koristen za izolaciju nukleinskih kiselina:

QIAamp DNA Blood mini QIAcube kit (Qiagen, Njemacka)

Za amplifikaciju u PCR-SSP metodi koristena je:

Tag DNA polimeraza (250 U) (Qiagen, Njemacka)

dNTP (100 mM) (Applied Biosystems, SAD)

Za elektroforezu umnoZzenih PCR produkata uporabljen je komercijalni gel:

PCR Check IT Wide Mini 4x25 gel with EtBr (AL-Labortechnik, Austrija)

Za kontrolu veli¢ine PCR produkta koristen je molekularni biljeg od 100 pb (1png/uL)

100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, SAD)

Za real-time PCP odredivanje polimorfizma PAI-1 4G/5G koriSteni su:

2x Univerzalni master mix

Custom TagMan SNP genotyping assay za PAI-1 (Applied Biosystems, SAD)

Od standardnog laboratorijskog pribora koristeni su:
Vacutainer epruvete s KsEDTA (BD Vacutainer, UK) za uzimanje uzoraka krvi
filter tipsovi od 10, 100 i 1000 pL i pipete (Eppendorf, Njemacka)
tipsovi bez filtera za nanoSenje na elektroforezu 100 uL (Sarstedt, Njemacka)
epruvete od 2 mL za izradu PCR smjese (Eppendorf, Njemacka)

stripovi od po 8 jazica i poklopci (Applied Biosystems, SAD)

3.1.2.3. Otopine

U ispitivanju su koristene slijedece otopine i njihovi proizvodaci:
Bidestilirana voda, Aqua pro injectione (HZTM, Hrvatska)

Etanol, 70 1100% (Kemika, Hrvatska)

Etidij bromid 10 mg/mL (Sigma, Austrija)

Pufer za nanoSenje uzoraka na gel 5X (Thermo Fisher Scientific, SAD)

Pufer za elektroforezu 1IXTAE sadrzi 2% 40XTAE (Kemika, Hrvatska; Sigma, Austrija)
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3.2. Metode

3.2.1. Izolacija genomske DNA na uredaju QIAcube

Iz pune krvi izolirana je genomska DNA visokog stupnja Cistoée i prinosa na QIAcube
uredaju (Qiagen, Njemacka). QIAcube uredaj je robotska radna stanica za automatiziranu
izolaciju nukleinskih kiselina i koristi ve¢ postojee standardne QIAgen kitove za izolaciju
nukleinskih kiselina na kolonama (silika gel membrane) i njihove protokole. U naSem
ispitivanju koristen je protokol QIAamp DNA Blood mini QIAcube kit (Qiagen, Njemacka)
za izolaciju genomske DNA iz pune Krvi.

Liziraju¢i pufer (AL) vrsi lizu uzorka pri cemu pH 1 ionska jakost lizata sprjeCavaju vezanje
interferirajucih tvari na membranu. Enzimskom reakcijom pomocu proteinaze K se uklanjaju
staniéni proteini i druge makromolekule koje bi mogle inhibirati ili ometati PCR reakciju.
DNA iz liziranog uzorka se pomoc¢u apsolutnog etanola adsorbira na QIAamp slilika-gel
membranu QIAamp spin kolone. Potom se DNA koja je vezana na membranu prociS¢ava
dvostrukim ispiranjem pomocu dva pufera (AW1 i AW2), nakon Cega se eluira s membrane
puferom za eluciju (AE). Izolirana genomska DNA se moZe zatim umnazati PCR-reakcijom.
Za izolaciju DNA upotrjebljavali smo volumen EDTA wuzorka od 200 pL pomocu
komercijalnog kita QIAamp DNA Blood mini QIAcube kit (Qiagen, Njemacka). Volumen
dodane proteinaze K ovisio je 0 broju uzoraka koji su ukljuéeni u sustav izolacije. Proces
automatizirane izolacije DNA za 12 uzoraka na uredaju QIAcube traje 90 minuta. Izolirana

DNA eluirana je u 200 pL pufera za eluciju AE.

3.2.2. Lan¢ana reakcija polimeraze (PCR)

Pod lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR, engl. Polymerase Chain Reaction) podrazumijeva
se metoda kojom se u in vitro uvjetima relativno kratki dio DNA slijeda umnozava u veliki

broj identi¢nih kopija.

PCR reakcija temelji se na djelovanju DNA (Taq) polimeraze, koja na kalupu jednog lanca
DNA sintetizira novi komplementarni lanac, pri ¢emu veli¢ina sintetiziranog ulomka DNA

molekule odgovara duljini koju omeduju izabrane pocetnice.
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Reakcijska smjesa za PCR reakciju sadrzi kalup DNA, par specificnih pocetnica,
odgovarajuci pufer, smjesu deoksiribonukleotida (INTP-a) u jednakom omjeru (dATP, dGTP,

dTTP, dCTP), magnezijeve ione i termostabilnu DNA polimerazu i bidestiliranu vodu.

Osnovni koraci svih PCR protokola su:
1. Denaturacija dvolan¢ane DNA u dva jednolancana lanca na temperaturi 94-96 °C
tijekom 3-5 minuta
2. Specificno vezanje pocetnica na komplementarne dijelove DNA pri temperaturi 50-60
°C
3. Sinteza komplementarnog lanca, odnosno produljivanje DNA lanca na 72 °C
Kontinuiranim ponavljanjem denaturacije, vezanja pocetnica na kalup i produljivanja DNA
slijeda tijekom 20-40 ciklusa umnozavanja koli¢ina umnozene ciljne DNA eksponencijalno
raste pa se dobiveni slijed nukleotida dalje moZe upotrijebiti u molekularnoj dijagnostici
(Slika 11).

P e—
L
A—
-
Podletmica A -b—:
S Podcetnica B
DNA kalup . - — [
e — i
Denaturacija Sljepljivanje Elongacija —-—:
Y e — i
—_—
Druagi ciklus

—

Tredi ciklus

Slika 11. PCR reakcija (Preuzeto iz: www.slideshare.net)

3.2.3. ABO genotipizacija pomo¢u PCR-SSP metode (alel specificni PCR)

Prilikom odredivanja ABO genotipova bolesnika i DDK koriStena je PCR-SSP (od engl.
Sequence Specific Primers) metoda, preuzeta iz literature (Gassner i sur. 1996), a
modificirana u laboratoriju Odjela za molekularnu dijagnostiku Hrvatskog zavoda za

transfuzijsku medicinu.

PCR-SSP metoda je podvrsta polimerazne lanane reakcije, a metoda se zasniva na

nemogucnosti Taq polimeraze da popravi neslaganje u jednoj bazi na 3' kraju DNA ishodnice.
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Dakle, kada je nukleotid na 3' kraju ishodnice komplementaran slijedu na kraju alela, do¢i ¢e
do umnozavanja (amplifikacije) DNA slijeda. Kada 3' nukleotid ishodnice nije
komplementaran kalupu, ne¢e do¢i do umnozavanja DNA slijeda ili ¢e se umnoziti u vrlo

maloj koli¢ini.

Svim ispitanicima odredivani su glavni ABO alelni geni :0', 0%, A', A’iB pomocu lan¢ane
reakcije polimerazom, uz uporabu 8 parova pocetnica specificnih za odredene slijedove
pojedinih ABO alela u osam paralelnih PCR reakcija. U svakoj SSP reakciji istodobno je
napravljeno umnozavanje ulomka gena za humani hormon rasta (HGH, engl. Human growth
hormon) kao interna pozitivna kontrola, da bi se potvrdila prisutnost DNA u reakcijskoj

smjesi.

KoriStene pocetnice i veli¢ine produkata navedene su u Tablici 4.
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Tablica 4. Pocetnice koristene za ABO genotipizaciju

Alel | Naziv Sekvenca pocetnice Veli¢ina
umnozenog PCR
ulomka (pb)

o' |oir 5-ATA TAT ATG GCA AAC ACAGTT AAC CCA

ATG-3'

01-a 5-TTA AGT GGA AGG ATG TCC TCG TCG TA-3' | 1/139

01-b 5-TAA GTG GAA GGA TGT CCT CGT CGT G-3 2/137
0 | 02r 5-AGT GGA CGT GGA CAT GGAGTT CC- 3

02-a 5-TCG ACC CCC CGA AGAAGCT-3 3/194

02-b 5-CGA CCC CCC GAAGAAGCC-3 4/193
B B-r 5- AGT GGA CGT GGA CATGGAGTT CC- 3

B-a 5-ATC GAC CCC CCG AAG AGCG-3 5/195

B-b 5-CCG ACC CCC CGA AGAGCC-3 6/194

A? | A2-r/2 5-GTG TGT GTG ATT TGA GGT GGG GAC- 3'

A2-7 5-CAG GCG GTC CGG AAG CG- 3 71172
A2-8 5-CAG GCG GTC CGG AAC ACG- 3 8/173
HGH-a 5-TGC CTT CCCAACCATTCCCTTA-3 434
HGH-b 5-CCACTCACGGATTTCTGT TGTGTT TC- 3
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Nakon umnozavanja, otkrivanje produkata PCR-SSP napravljeno je pomocu elektroforeze na
gelovima s etidij bromidom, pri naponu od 60-100 V (Sambrook 1989). Etidij bromid je spoj
koja se umrezava u niti DNA koja obasjana UV svjetlom svijetli. Nakon zavrSene
elektroforeze, gel se obasjava pod UV transiluminatorom, svjetlos¢u valne duljine 254 nm, pri
¢emu se specificni umnozeni ulomci DNA vide kao svijetle vrpce, koje se dokumentiraju
pomocu fotografiranja kamerom. Dobivene kombinacije alel-specificnog PCR- a (prisutnost
ili odsutnost umnozene DNA-vrpce za pojedini ABO genotip) ocitane su iz Tablice 5. ABO
aleli i genotipovi imenovani su po nomenklaturi prema podacima Yamamota (Yamamoto
1995).
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Tablica 5. Tablica za ocitavanje ABO genotipa

Reakcija br. 1 2 3 4 5 6 7 8
PCR produkt
(pb)
139 | 137 | 194 | 193 | 195 | 194 | 172 | 173
Specificnost non non non non
ot o | 0| 0| B B | A> | A’
Rezultati: Genotip: Fenotip:
+ - - + - + - + 0101 0]
Pozicija + + + + - + - + 0102 0]
1-pozitivna + + - + + + - + 0O1B B
()] R O1A1 A
+ + - + - + + + 01A2 A
Pozicija - + + - - + - + 0202 0]
3-pozitivna - + + - + + - + 02B B
(0% N R e B e 02A1 A
- + + + - + + + 02A2 A
Pozicija - + - - + - - + BB B
5-pozitivna - + - + + + - + AlB AB
(B) - + - + + + + + A2B AB
Pozicije - + - + - + - + AlAl A
2/4/6 poz. - + - + - + + + AlA2 A
(non OY0%B) | - + - + - + + - A2A2 A
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3.2.4. Real-time PCR metoda (PCR u ,,realnom* vremenu)

Real-time PCR (RT-PCR) metoda kao inacica klasi¢cnog PCR-a podrazumijeva pracenje PCR
umnozavanja tijekom cijele reakcije (on-line PCR, kineticki PCR), Sto predstavlja veliku
prednost u odnosu na klasicnu PCR reakciju zavr$ne faze pomocu agaroznih gelova, a visoka
osjetljivost metode postignuta je pomocu fluorescentnih proba i pocetnica.

Umnozavanje DNA prati se preko ugradnje obiljeZenih pocetnica u PCR produkt, pri ¢emu se
generira porast intenziteta fluorescencije. Real-time TagMan PCR tehnologija Kkoristi
dvostruko oznacenu fluorescentnu probu. Naime, reporter boja koja emitira fluorescentnu
svjetlost vezana je za 5' kraj TagMan probe, dok je prigusivac boje (engl. Quencher; onaj koji
gasi) vezan za 3' kraj. U fazi hladenja nakon denaturacije DNA kada se za ciljni dio DNA
veZu neobiljezene pocetnice, dolazi i do vezanja TagMan probe za specifi¢nu regiju DNA.
Potom Tag polimeraza dodaje nukleotide 3'-5' polimeraznom aktivno$¢u pri ¢emu
istovremeno dolazi i do uklanjanja TagMan probe sa kalupa DNA zbog 5'-3' egzonukleazne
aktivnosti. Ovim procesom se prigusiva¢ fluorescencije udaljava od reporter boje, te ona
emitira fluorescenciju jer se priguSiva¢ viSe ne nalazi na odgovaraju¢oj udaljenosti od
reportera i nema blokade emisije. Real-time metoda koristi se u analizi ekspresije gena, i u

analizi SNP-ova (engl. Single Nucleotide Polymorphism) tj. alelnoj diskriminaciji.

1) Deenaturacija proba
podetnica
T rITr fluorescein (Fl ip quencher

2) Vezanje pofetnice [ hibridizacija probe
polimera=a 2 IF.
|
1

[ ] 1

T ITIITId" "“TTTITTITTI
L L i i i B 1 i 5 1 1 8101

'
3) Elongacija :i: ul?:
' ' . I

T 1 T »
i | 3§ I l HEN
©
< L =
r'TT T T T T TTI T T T I T I
3 EEEEEEEN AR EEENR

Slika 12. Real-time TagMan PCR tehnologija (Preuzeto iz: www.gibthai.com)
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3.2.5. Alelna diskriminacija za odredivanje genotipa

Za alelnu diskriminaciju tj. odredivanje genotipa pomo¢u RT-PCR metode koriste se dvije
TagMan probe koje se razlikuju u jednoj ciljnoj bazi i obiljeZene su razli¢itim bojama, te
emitiraju razli¢itu fluorescenciju. Ukoliko RT-PCR uredaj detektira jednu boju — prisutan je
jedan alel; ukoliko detektira drugu boju — prisutan je drugi alel; dok detekcija obje boje

istovremeno oznacava prisustvo heterozigota.

3.2.5.1. Alelna diskriminacija za ispitivanje 4G/5G polimorfizma

U kabinetu za sterilni rad s laminarnim protokom zraka je pripremljena reakcijska smjesa za
real-time PCR na uredaju AB 7500 real-time PCR System (Applied Biosystems, SAD).

Reakcijska smjesa sadrzi:

12,5 pL 2x Univerzalni master mix

0,6 pL Custom TagMan SNP genotyping assay za PAI-1 > 22 uL+ 3 pL DNA kalupa
8,9 UL bidestilirane vode

Svaki uzorak je bio ukupnog volumena 25 pL. Napravljena je reakcijska smjesa za 20
uzoraka te se u svaku PCR epruvetu otpipetiralo po 22 pL. Potom je u svaku epruvetu dodano
po 3 pL uzorka genomske DNA. U negativnu kontrolu je umjesto genomske DNA dodano 3
uL bidestilirane vode. U svakoj seriji od 20 uzoraka bile su po tri pozitivne kontrole u koje je
dodano po 1 pL uzorka heterozigota (4G/5G), odnosno 1 pL uzorka homozigota (4G/4G i
5G/5G) za PAI-1 polimorfizam. Epruvete su potom zacepljene stavljene u uredaj AB 7500

real-time system, odabran program za umnozavanje.

3.2.5.2. Program real-time umnozavanja PAI-1 4G/5G

HOLD 50 °C 2 min -aktivacija enzima AmpErase uracil-N-glycosylase
HOLD 95 °C 10 min -aktivacija AmpliTaq Gold enzima

40 ciklusa umnozavanja:

95 °C 15 sek, denaturacija

60 °C 1 min, vezanje primera i ekstenzija lanca

detekcija fluorescencije na 60 °C
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3.2.5.3. Alelna diskriminacija na temelju dobivene fluorescencije

Na temelju umnozavanja, tj. porasta krivulje fluorescencije, real-time PCR produkti
razvrstavaju se u grafu automatski na homozigote (4G/4G i 5G/5G za PAI-1 polimorfizam)
uzduZ horizontalne, odnosno vertikalne osi; heterozigote (4G/5G za PAI-1 polimorfizam)
dijagonalno u odnosu na negativnu kontrolu umnoZavanja (bez fluorescencije) na dnu lijevog

kuta grafa.

3.3. Odredivanje razine serotonina

Uzorak krvi (8 mL) za odredivanje razine serotonina trombocita uzme se u plasti¢nu Spricu
koja je sadrzavala 2 mL ACD antikoagulansa. Koncentracije serotonina u trombocitima
odredi se spektrofluorometrijskom metodom prema (Muck-Seler i sur., 2002). Ukratko,
trombociti se izdvoje pomocéu centrifugiranja cijele krvi na plazmu koja je bogata
trombocitima i razbiju se sonifikacijom. Uzorci standarda, negativne kontrole (voda) i
trombocitnih sonifikata analiziraju se u duplikatima. Svi su se uzorci deproteinizirali s 1 mL
10%-tne otopine ZnSO4 te s 0,5 mL otopine 1N NaOH. Za pripremu fluorofora u
deproteinizirane uzorke dodano je 0,2 mL 0,1%-tnog L-cisteina te 1,2 mL 0,05%-tnog
ortoftalaldehida. Mjerenje flourescencije serotonina izvodi se na ‘Varian Cary Eclipse’
spektrometrijskom fluorimetru (Varian Optical Spectroscopy Instruments, Mulgrave,
Australia) na valnim duljinama od 345 i 484 nm ekscitacije (ili pobudivanja) i emisije. Razine

proteina trombocita odredene su fotometrijskom metodom (Lowry i sur. 1951).

3.4. Testovi pluéne funkcije

3.4.1. Spirometrija

Spirometrija je objektivna, neinvazivna i reproducibilna pretraga, osjetljiva na rane promjene
u pluénoj funkeiji i podrazumijeva osnovne testove pluéne funkcije koji mjere udahnuti i
izdahnuti zrak. Koristi se za otkrivanje prisutnosti ili iskljucivanje pluénih bolesti, utvrdivanja
stupnja oste¢enja pluéne funkcije, kao 1 za monitoriranje ucinaka profesionalne/okolisne

izlozenosti Stetnim agensima i za odredivanje u¢inaka lijekova (Pellegrino i sur. 2005).

Prije izvodenja pretrage provjerava se kalibracija uredaja, odnosno ocitavaju li se ispravne

vrijednosti volumena zraka, uStrcavanjem poznatog volumena zraka Spricama i provjerom
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ocitane vrijednosti. Ispitaniku se uzimaju osobni podatci (ime, prezime, spol, dob i rasa),
mjeri visina (ili procjenjuje prema rasponu ruku) i tezina. Prije testiranja reverzibilnosti disnih
puteva ispitanik mora biti bez lijekova koji djeluju na diSne puteve (6 sati za kratkodjelujuce
bronhodilatatore 1 24 sata za dugodjelujuce). Ispitanik mora imati uspravan stav prilikom
izvodenje pretrage: mora sjediti uspravno, neprekrizenih nogu, stopalima Sirokom povrsinom

dodirivati pod. Mora se olabaviti bilo kakav tijesan komad odjece, a zubne proteze se ne vade.

Spirometrijom smo u ispitanika mjerili slijede¢e parametre: forsirani izdisajni volumen u
prvoj sekundi (FEV1), forsirani vitalni kapacitet (FVC), FEV1/FVC omjer i vrsni izdisajni

protok (PEF). Mjerenja vrSena na aparatu MasterScreen PFT, Njemacka.

Za mijerenje forsiranog izdisajnog volumena ispitanika se zamoli da prvo napravi nekoliko
normalnih udisaja, pa onda duboki udisaj koriste¢i usni dio spirometra, koji je popracen
daljnjim brzim, punim udisajima. Alternativno, ispitanik moze uzeti puni udisaj i tijesno
ustima obuhvatiti usni dio uredaja, prije nego napravi puni izdisaj. Isto tako, ispitanik moze
prvo u potpunosti isprazniti pluca, a zatim napraviti brzi puni udisaj koji je popra¢en punim
izdisajem. Slijedece tehnike mogu biti korisne za pacijente koji mogu posti¢i veliki udah
nakon izdisanja. Za FVC 1 FEV1 ispitanik maksimalno duboko udahne pa izdiSe najjace i
najbrze Sto moze i nastavlja sve dok ima zraka u plu¢ima. PEF se dobija iz FEV1 i FVC.

Prilikom izvodenja spirometrije neophodno je koristenje kvacica za nos.

Astma se dijagnosticira ispitivanjem reverzibilnosti opstrukcije diSnih puteva koriStenjem

spirometra (MasterScreen PTF, Njemacka).

Spirometrijski nalazi se moraju interpretirati isklju¢ivo usporedbom s referentnim ili
procijenjenim vrijednostima, uzimajuci u obzir 4 glavne odrednice (dob, spol, visina, rasa).
Normalan nalaz u veéini sluCajeva podrazumijeva vrijednost FEV1 koja je >80 % od

predvidene vrijednosti.

Forsiranom spirometrijom kvantitativno se odreduje udisajni (inspiratorni) i izdisajni
(ekspiratorni) protok zraka. Nosnice ispitanika moraju biti stisnute (zatvorene) Stipaljkom.
Ekspiratorni protok se mjeri tako da ispitanik udiSe Sto dublje moze (usne moraju biti dobro
priljubljene uz usnik), a izdiSe snazno i potpuno $to je moguce brze u aparat koji biljezi
volumen izdahnutog zraka (forsirani vitalni kapacitet - FVC) i volumen zraka izdahnut u

prvoj sekundi (forsirani ekspiratorni volumen u 1 sekundi - FEV1) (Slika 13).
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volumen (L)
8 _

vrijeme (sek)

Slika 13. Normalan spirometrijski nalaz (Preuzeto iz: MDS)

FEV1 = forsirani ekspiratorni volumen u 1. sekundi forsiranog vitalnog kapaciteta; FEF 25—
75% = forsiran ekspiratorni protok tijekom ekspiracije 25-75% od FVC; FVC = forsirani

vitalni kapacitet (maksimalna koli¢ina zraka snazno izdahnuta nakon maksimalnog udaha).

3.4.2. Mjerenje respiratornih plinova

Respiratorni plinovi u mirovanju rade se iglenom punkcijom arterijske krvi, najcesce iz
radijalne ili kubitalne arterije, iz koje se dobiju parametri parcijalnog tlaka kisika pO2,
parcijalnog tlaka ugljicnog dioksida pCO2, saturacija hemoglobina kisikom, acido bazni

status krvi.
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Mjerenje koncentracije dusicnog monoksida u izdahnutom zraku (FENO, engl. Fraction of
exhaled nitric oxide measurements) test je za dokazivanje upale bronhalne sluznice. Radi se 0
vrlo jednostavnoj i brzoj pretrazi. Otpusteni dusi¢ni monoksid prezentira se brzinom
izdahnutog dusi¢nog monoksida (VNO), a izracunava se kao umnoZak koncentracije dusi¢nog
monoksida u nL/L i brzine ekspiratornog protoka izrazene u L/min: VNO(nL/min)=NO(nL/L)
x brzina protoka (L/min). Mjerenje izdahnutog dusi¢nog monoksida ucinjeno je po
preporukama ATS/ERS (189) na aparatu NiOX (Aerocrine, Svedska) te izrazeno u ppb-ima

(dijelova na milijardu).

3.4.3.Mjerenje ukupnog imunoglobulina E (ulgE)

Laboratorijska mjerenja ukupnog imunoglobulina E (ulgE) izvrSena su iz uzoraka periferne

krvi dobivenim venepunkcijom.

Kvantitativno odredivanje se vrsi iz uzoraka periferne krvi dobivenim venepunkcijom koji su
od uzimanja do testiranja cuvani na temperaturi od 2 do 8‘C, a svi su obradeni unutar 2 do 3

dana na analizatoru Immulite 2000 Systems Analysers (Abbott, USA).

Koncentracija ukupnog IgE odredivana je fluoro-enzim-imunokemijskom metodom (FEIA,
Fluoro Enzyme Immuno Assay) uz inkubaciju od 30 minuta. Alergen iz reagensa koji je
kovalentno vezan na nosac specifi¢no reagira s IgE-om (ukupnim ili specifi¢nim) iz seruma
ispitanika. Slijedi ispiranje IgE-a, te dodavanje monoklonalnog misSjeg anti-IgE protutijela
obiljezenog s beta-galaktozidazom. Na kraju se dodaje supstrat 4-metil-umbeliferil-beta-
galaktozid i mjeri fluoroscencija. Ona je razmjerna koncentraciji ukupnog IgE-a u ispitivanom
uzorku. Metoda je standardizirana prema Sekundarnom referentnom pripravku Svjetske
zdravstvene oraganizacije (2nd WHO International Reference Preparation of Human Serum
Immunoglobulin E, IRP 75/502).
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3.5. Statisticke metode

Podaci su prikazani tabli¢no 1 grafi¢ki. U analizi su se koristile metode deskriptivne statistike,
te su se kategorijske i nominalne varijable prikazivale kroz apsolutne frekvencije i
odgovaraju¢e udjele, dok su se kvantitativne vrijednosti prikazale kroz medijane i
interkvartilne raspone. Normalnost raspodjele podataka analizirana je Kolmogorov-
Smirnovljevim testom te su se shodno dobivenim rezultatima pojedinih upitnika, ali i malom

uzorku u daljnjoj statisti¢koj analizi koristili neparametrijski statisticki testovi.

Razlike u kategorijskim varijablama izmedu ispitivane i kontrolne skupine, odnosno ABO i
PAI grupa analizirane su X? testom, dok je Fisherov test koristen u analizi statisticke
znacajnosti kada je barem jedna frekvencija u kontingencijskoj tablici bila manja od 5.
Razlike u kvantitativnim varijablama analizirale su se Kruskal-Wallisovim testom. Izracunati
su Spearmanovi korelacijski koeficijenti izmedu pojedinih kvantitativnih vrijednosti i razine

serotonina u ispitivanoj skupini astmaticara.

Binarna logisticka regresija je provedena za procjenu utjecaja PAI-1 4G/5G genotipa, dobi i
spola na vjerojatnost da astmaticari imaju pozitivne simptome alergijskog rinitisa. Odnos
izmedu ucestalosti PAI-1 genotipova u odnosu na ocekivane populacijske frekvencije
analiziran je pomocu Hardy-Weinberg ravnoteze (Deriving genotypic and allelic frequencies,

http://www.ndsu.edu/pubweb/~mcclean/plsc431/popgen/popgen2.htm).

Sve P vrijednosti manje od 0,05 su smatrane znacajnima. U analizi se koristila programska

podrska IBM SPSS Statistics verzija 23 (www.Spss.com).
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Rezultati

4.1. Rezultati usporedbe skupina bolesnika i kontrolne skupine

U istrazivanju su obuhvadéene dvije skupine ispitanika. Jednu (A) su sacinjavali bolesnici s
dijagnosticiranom astmom, drugu (K), kontrolnu - zdravi dobrovoljni davatelji krvi koji u
obiteljskoj anamnezi nemaju alergijskih i pulmoloskih bolesti.

Usporedili smo zajedniCke rezultate ispitivanja skupine A (bolesnici s bronhalnom astmom) s
rezultatima dobivenim u kontrolnoj skupini (K). U skupini bolesnika bilo je ukupno 149
ispitanika, a u kontrolnoj 153.

Razvrstavanjem podataka prema spolu i dobi (Tablica 6) vidljiva je veca zastupljenost Zena
(61,7%) u odnosu na skupinu muskaraca (38,3%) medu bolesnicima. Omjer u kontrolnoj
skupini je takoder na strani Zena (59,4%). Kontrolnu skupinu sacinjavali su mladi ispitanici u
interkvartalnom rasponu od 34,5 do 50 godina, dok je u ispitivanoj skupini taj raspon od 40
do 70 godina.

Tablica 6. Podaci o spolu i dobi kod skupine bolesnika i kontrolne skupine

Muski: n (%) 57 (38,3%) 71 (46,4%)
0,152
Zenski: n (%) 92 (61,7%) 82 (53,6%)
Dob (godine):
medijan (interkvartilni 60,0 (40,0-70,0) 43,0 (34,5-53,0) <0,001

raspon)
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U Tablici 7 prikazana je raspodjela krvnih grupa bolesnika i kontrolne skupine prema ABO
fenotipu 1 genotipu. Medu bolesnicima je najzastupljenija A krvna grupa. Vodeci genotip je
O101 ¢iji su nositelji zastupljeni s 27,5%, dok je u kontrolnoj skupini najvise nositelja
takoder O101 genotipa (30,1%). U fenotipskoj A krvnoj grupi najzastupljeniji je genotip
O1A1 kod bolesnika (22,8%) koji je takoder najzastupljeniji i u kontrolnoj skupini (25,5%). U
fenotipskoj B krvnoj grupi najzastupljeniji je genotip O1B1 i u skupini bolesnika (16,8%) i u
kontrolnoj skupini (17,6%). Kod nositelja krvne grupe AB ¢esce je zastupljen A1B genotip u

odnosu na A2B genotip i kod bolesnika i kod ispitanika iz kontrolne skupine.

Tablica 7. ABO genotipovi kod skupine bolesnika i kontrolne skupine

AlAl 4 2,7% 6 3,9%
AlA2 3 2,0% 1 0,7%
A2A2 1 0,7% 0 0,0%
A 0,167
O1A1 34 22,8% 39 25,5%
O1A2 17 11,4% 6 3,9%
02A1 2 1,3% 2 1,3%
O1B 25 16,8% 27 17,6%
B 02B 2 1,3% 0 0,0% 0,135
BB 0 0,0% 2 1,3%
AlB 9 6,0% 12 7,8%
AB 0,756
A2B 3 2,0% 3 2,0%
0101 41 27,5% 46 30,1%
o) 0102 8 5,4% 8 5,2% 0,624
0202 0 0,0% 1 0,7%
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Ispitanicima u ispitivanoj i kontrolnoj skupini odredili smo genotipove inhibitora
plazminogen aktivatora-1 (PAI-1). Usporedni rezultati njihove zastupljenosti prikazani su u
Tablici 8.

Tablica 8 prikazuje razlike u raspodjeli PAI-1 genotipova 4G/4G, 4G/5G i 5G/5G izmedu
ispitivane i kontrolne skupine. Razlike nisu bile statisticki znacajne (P=0,152), odnosno
najzastupljeniji PAI-1 genotip u obje skupine bio je 4G/5G: 83 (55,7%) u ispitivanoj skupini,
odnosno 70 (45,8%) u kontrolnoj skupini. Najmanje zastupljen je genotip 5G/5G i u jednoj i u

drugoj skupini i to nesto iznad 20%.

Tablica 8. Statisticka analiza usporedbe PAI-1 genotipova 4G/4G, 4G/5G i1 5G/5G u

ispitivanim skupinama

4G/4G 35 23,5% 50 32,7%
PAI-1

4G/5G 83 55,7% 70 45,8% 0,152
4G/5G

5G/5G 31 20,8% 33 21,6%
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Ispitanicima u obje skupine odredivali smo razinu serotonina. Dobiveni rezultati su prikazani

u Tablici 9.

Tablica 9 prikazuju razlike u razinama serotonina izmedu ispitivane i kontrolne skupine.

Ispitivana skupina astmaticara ima znacajno niZe razine serotonina u odnosu na kontrolu

(P=0,018).

Tablica 9. Statisticka analiza razlike u razinama serotonina izmedu ispitivane

i kontrolne skupine

Centile
Skupina N Min Max P
25. Medijan 75.
Ispitivana 137 0,13 2,46 0,78 1,09 1,44
Serotonin 0,018
Kontrolna 89 0,45 4,93 0,91 1,20 1,75

Indeks tjelesne mase odreden je svim ispitanicima u ispitivanoj i kontrolnoj skupini, a
dobiveni rezultati i njihova usporedba prikazani su u Tablici 10.

StatistiCcka analiza razlike u razinama indeksa tjelesne mase izmedu ispitivane i kontrolne

skupine (Tablica 10) ukazuju da je ispitivana skupina imala znacajno vec¢i ITM (P=0,004)

Tablica 10. Statisticka analiza razlike u razinama indeksa tjelesne mase izmedu ispitivane i

kontrolne skupine

Centile
Skupina N Min Max P
25. Medijan 75.
IT™ Ispitivana 147 16,9 47,1 23,3 26,6 30,1
0,004
2 )
(ka/m%)  kontrolna 153 18.3 367 22 45 251 279
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Rezultati

Vrsni protok zraka (PEF) mjeren je svim ispitanicima u obje skupine. Rezultati su prikazani u
Tablici 11. Dobiveni rezultati ukazuju na statisticki znacajnu razliku izmedu ispitivane i
kontrolne skupine (P <0,001) u vrijednosti PEF.

Tablica 11. Statisticka analiza razlike u mjerenju vrSnog protoka zraka (PEF) izmedu

ispitivane i kontrolne skupine

Centile
Skupina N Minimum Maksimum P
25. Medijan 75.

Ispitivana 146 17,3 132,9 56,8 72,8 92,55
PEF <0,001
Kontrolna 153 360 690 420 500 610

Svim ispitanicima su mjereni biljezi pluénih funkcija FEV 1 (forsirani ekspiracijski volumen
u 1 sekundi kao najbolji pokazatelj protoka), FVC (forsirani vitalni kapacitet, maksimalna
koli¢ina zraka koju pacijent moze snazno izdahnuti nakon maksimalnog udaha) i PEF (vrsni
protok zraka, maksimalna brzina izdaha). Rezultati ovih vrijednosti prikazani su u Tablici 12.
Statisticka analiza biljega plué¢ne funkcije ABO fenotipa u bolesnika sa astmom ne pokazuje
znaCajne razlike u vrijednostima biljega pluéne funkcije: FEV1, FEV/FVC i PEF (Tablica
12).
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Rezultati

Tablica 12. Statisticka analiza usporedbe plucne funkcije kod ABO fenotipa

u bolesnika s astmom”

0 49 3480 12530 5515 68,00 89,40
A 60 2090 119,40 5230 80,10 91,75
FEV1 (%) 0,375
B 27 3040 10640 6220 82,60 91,80
AB 12 3600 101,30 51,30 66,25 84,33
0 49 37,69 9926 57,11 6547 7575
A 60 3808 9882 6157 6879 77,39
FEV/FVC 0,741
B 27 067 8248 6112 6971 77,52
AB 12 4026 8324 4751 6840 76,08
0 103 37,20 690,00 73,10 400,00 600,00
A 113 17,30 650,00 70,75 116,10 450,00
PEF 0,843
B 56 30,80 650,00 8590 39500 460,00

AB 27 41,10 640,00 68,40 410,00 580,00

"Rezultati obradeni Kruskal-Wallis testom

Kratice:

FEV 1 - forsirani ekspiracijski volumen u 1. sekundi
FVC — forsirani vitalni kapacitet

PEF — maksimalna brzina izdaha
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Rezultati

Svim bolesnicima s astmom odredene su kvantitativne vrijednosti oksigenacije i usporedene
su vrijednosti prema fenotipovima ABO krvnih grupa. U Tablici 13 prikazane su razlike u
kvantitativnim vrijednostima oksigenacije kod bolesnika s astmom obzirom na ABO
fenotipove krvnih grupa gdje je vidljivo da ne postoje statisticki znacajne razlike izmedu
nositelja pojedinih fenotipova ABO krvnih grupa (P=0,326).

Tablica 13. Razlike u kvantitativnim vrijednostima oksigenacije kod bolesnika s astmom

obzirom na fenotipove krvnih grupa”

41 55,00 97,00 71,50 79,00 85,00

A 52 5200 9500 73,25 79,00 83,75
pO2 0,326
B 23 60,00 99,00 71,00 78,00 84,00

AB 9 68,00 103,00 78,50 80,00 90,00

“Rezultati su obradeni Kruskal-Wallis testom

Kratica:

pO2 — parcijalni tlak kisika
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Rezultati

Mijerenje frakcije dusi¢nog oksida u izdahnutom zraku (FENO) i imunoglobulina E (IgE) kao
vaznih biomarkera provedeno je kod svih bolesnika s astmom. Dobivene vrijednosti su

usporedene prema ABO fenotipovima, a rezultati su prikazani u Tablici 14.

Iz Tablice 14 je vidljivo da nema statisticki znacajne razlike u kvantitativnim vrijednostima
biomarkera (FENO i IgE) kod bolesnika s astmom obzirom na fenotipove ABO krvnih grupa,

iako je znacajnost IgE na grani¢noj razini (P=0,074).

Tablica 14. Razlike u kvantitativnim vrijednostima biomarkera (FENO i IgE) kod bolesnika s

astmom obzirom na fenotipove ABO krvnih grupa”

44 1,90 144,20 7,35 20,75 42,20

A 55 430 134,00 10,00 19,00 49,30
FENO 0,915
B 26 350 11250 863 1855 52,10
AB 10 530 7050 10,88 20,15 36,18
0 41 1,00 5000,00 46,00 16500 351,50
A 47 6,28 284700 52,00 187,00 456,00
IgE 0,074
B 24 586 1418,00 5838 10850 377,75
AB 8 12,00 452,00 20,15 37,35 11893

“Rezultati obradeni Kruskal-Wallis testom

Kratice:
FENO - frakcije duSi¢nog monoksida u izdahnutom zraku

IgE - imunoglobulin E
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Rezultati

Biljezi pluéne funkcije (FEV 1, FEV/FVC, PEF) usporedeni su kod nositelja pojedinih PAI-1
genotipova kod bolesnika s astmom, a dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 15. Iz Tablice
15 vidljivo je da nema znacajne razlike u vrijednostima FEV1, FEV/FVC i PEF u usporedbi
s tri PAI-1 genotipa.

Tablica 15. Statisticka analiza usporedbe plucne funkcije kod PAI-1 4G/5G genotipa u

bolesnika s astmom”

4G/4G 34 30,40 114,50 49,20 70,00 88,03

FEV1

(%) 4G/5G 83 32,10 125,30 59,20 78,90 93,80 0,139

5G/5G 31 20,90 107,80 55,90 71,40 87,70

4G/4G 34 40,26 91,43 58,32 66,51 76,49
FEV/IFVC 4G/5G 83 0,67 99,26 62,02 68,71 77,04 0,329

5G/5G 31 38,08 8853 52,83 65,40 74,14

4G/4G 84 30,80 690,00 81,68 435,00 600,00
PEF 4G/5G 152 22,20 670,00 72,13 115,85 460,00 0,155

5G/5G 63 17,30 680,00 72,50 390,00 450,00

“Rezultati su obradeni Kruskal-Wallis testom

Kratice:

FEV 1 — forsirani ekspiracijski volumen u 1. sekundi
FVC - forsirani vitalni kapacitet

PEF — maksimalna brzina izdaha
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Rezultati

Kvantitativne vrijednosti oksigenacije promatrane su u odnosu na pojedine genotipove PAI-1
a rezultati kvantitativnih vrijednosti oksigenacije kod bolesnika s astmom obzirom na PAI-1
4G/5G genotipove su prikazani u Tablici 16. Rezultati pokazuju da nema statisti¢ki znacajne

razlike izmedu pojedinih genotipova (P=0,497).

Tablica 16. Razlike u kvantitativnim vrijednostima oksigenacije kod bolesnika s astmom

obzirom na PAI-1 genotipove”

4G/4G 31 58,00 99,00 76,00 80,00 84,00

pO2 4G/5G 67 55,00 103,00 75,00 79,00 85,00 0,497
5G/5G 27 52,00 95,00 70,00 78,00 82,00

“Rezultati su obradeni Kruskal-Wallis testom

Kratica:

pO2 — parcijalni tlak kisika
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Rezultati

Kvantitativne vrijednosti biomarkera FeNO (frakcija duSi¢nog monoksida u izdahnutom
zraku) i IgE (imunoglobulin E) usporedivane su kod nositelja pojedinih PAI-1 genotipova.
Rezultati su prikazani u Tablici 17. Razlike u kvantitativnim vrijednostima biomarkera (FeNO
i IgE) kod bolesnika s astmom obzirom na PAI-1 4G/5G genotipove ne pokazuju statisticki

znacajne razlike u oba promatrana parametra.

Tablica 17. Razlike u kvantitativnim vrijednostima biomarkera (FeNO i IgE) kod bolesnika s
astmom obzirom na genotipove PAI-1 4G/5G"

4G/4G 33 6,90 127,20 11,20 16,50 47,60

FENO 4G/5G 75 1,90 134,00 9,00 21,90 41,00 0,607

5G/5G 27 3,40 144,20 6,50 18,40 42,60

4G/4G 28 6,28 1076,00 27,43 188,00 435,00
IgE 4G/5G 69 1,00  5000,00 54,95 153,00 401,00 0,671

5G/5G 23 5,86  2980,00 49,50 124,00 302,00

“Rezultati obradeni Kruskal-Wallis testom

Kratice:
FENO - frakcije duSi¢nog monoksida u izdahnutom zraku

IgE — imunoglobulin E
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Rezultati

Kvantitativne vrijednosti serotonina usporedivane su sa anamnesti¢ki vaznim parametrima, sa
PAI-1 genotipovima i fenotipovima ABO krvnih grupa. Rezultati su prikazani u Tablicama 18
i 19.

Tablica 18 prikazuje razlike u kvantitativnim vrijednostima serotonina kod bolesnika s
astmom u odnosu na promatrane katogorijske vrijednosti. Iz rezultata Tablice 18 vidljivo je da
nema znacajnih razlika u vrijednostima serotonina u odnosu na promatrane varijable: spol,
povecanje arterijskog tlaka, Secernu bolest, gastroezofagealni refluks, puSenje, tip astme
(alergijska, nealergijska), alergijski rinitis, okidac (stres, hladnoca), pozitivne alergene, PAI-1
genotip, ABO fenotip.

62



Rezultati

Tablica 18. Razlike u kvantitativnim vrijednostima serotonina kod bolesnika s astmom u

odnosu na promatrane katogorijske vrijednosti”

Muski 57 1,08 0,79 1,51

Spol . 0,347
Zenski 92 1,15 0,88 1,48

Pozitivna obiteljska Ne 73 1,06 0,77 1,45 0.630

anamneza Da 72 1,10 0,83 144 ’
Ne 93 1,12 0,88 1,44

HA 0,120
Da 56 1,02 0,70 1,33
Ne 130 1,09 0,84 1,44

DM 0,134
Da 19 0,93 0,57 1,19
Ne 129 1,10 0,84 1,44

GERB 0,295
Da 20 0,96 0,71 1,25
Ne 146 1,08 0,79 1,44

CvB 0,825
Da 3 1,19 0,57 1,67
Ne 87 1,10 0,87 1,45

PuSenje Da 16 1,33 0,90 1,87 0,975
Bivsi pusac 42 1,05 0,73 1,25
Alergijska 81 1,10 0,90 1,44

Fenotip astme 0,300
Ne-alergijska 67 0,97 0,74 1,45

I 22 1,25 0,92 1,49
I 26 0,98 0,63 1,26

GINA 0,695
I 44 1,12 0,85 1,46

v 54 1,05 0,79 1,45
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Rezultati

Tablica 18. — nastavak

Ne 56 1,07 0,76 1,32

Alergijski rinitis 0,471
Da 89 1,10 0,87 1,46
Ne 135 1,09 0,82 1,41

Okidag: stres 0,718
Da 14 1,24 0,54 1,64
Ne 117 1,06 0,77 1,39

Okida¢: hladnoca 0,228
Da 32 1,19 0,89 1,50
Ne 92 1,03 0,77 1,39

Okidac: alergen 0,261
Da 57 1,11 0,91 1,44

Okidac: respiratorna Ne 8 1,01 0,82 1,32 0.055

infekcija Da 71 118 077 151
Ne 59 0,99 0,77 1,42

Pozitivni alergeni 0,482
Da 88 1,10 0,82 1,44
4G/AG 35 1,13 0,82 1,52

PAI-1 4G/5G 4G/5G 84 1,15 0,87 1,48 0,116
5G/5G 30 1,05 0,73 1,32
O 49 1,12 0,83 1,54
A 61 1,09 0,85 1,48

ABO grupe-fenotip 0,799
B 27 1,15 0,87 1,55
AB 12 1,10 0,94 1,31

"Rezultati obradeni Kruskal-Wallis testom

Kratice:

GINA - Smjernice Globalne inicijative za astmu (engl. Global Initiative for Asthma)
HA — Povecan krvni tlak (Hypertensio arterialis)
GERB - Gastroezofagealna refluksna bolest (engl. Gastroesophageal reflux disease)

DM - PoviSena razina $ecera (lat. Diabetes mellitus)

CVD - Kardiovaskularne bolesti (engl. Cardiovascular disease)
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Rezultati

Kako bi se utvrdila povezanost vrijednosti serotonina s ostalim promatranim kvantitativnim
vrijednostima (dob, duljina puSenja, broj cigareta, dob postavljanja dijagnoze, trajanje bolesti,
imunoglobulin E, broj egzacerbacija, parcijalni tlak kisika u krvi, forsirani ekspiracijski
volumen, omjer forsiranog ekspiracijskog volumena i forsiranog vitalnog kapaciteta,
koncentracija dusikovog monoksida u izdahnutom zraku, maksimalna brzina izdaha, indeks
tjelesne mase, monoamin oksidaza) izracunati su korelacijski koeficijenti rho koji su prikazani
u Tablici 19. Od svih promatranih varijabli, znaajna je pozitivna korelacija vrijednosti
serotonina u odnosu na FENO - koncentraciju dusicnog monoksida u izdahnutom zraku
(rho=0,200, P=0,026) i eozinofile u nosu (rho=0,220, P=0,039) $to upucuje da su vece

vrijednosti serotonina povezane s ve¢im vrijednostima navedenih varijabli (i obrnuto).
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Rezultati

Tablica 19. Korelacijski koeficijenti rho razine serotonina u odnosu na ostale kvantitativne

vrijednosti

Korelacijski koeficijent rho -0,162
Dob (godine)

P 0,015

Korelacijski koeficijent rho 0,045
Duljina pusSenja (godine)

0,610

Korelacijski koeficijent rho 0,019
Broj cigareta

P 0,832
Pusacki indeks Korelacijski koeficijent rho 0,046
Dob postavljanja dijagnoze P 0,596

Korelacijski koeficijent rho -0,061
Dob postavljanja dijagnoze

P 0,484

Korelacijski koeficijent rho -0,003
Trajanje bolesti

P 0,974

Korelacijski koeficijent rho 0,129
IgE

P 0,184

Korelacijski koeficijent rho 0,016
Broj egzarcebacija

P 0,858

Korelacijski koeficijent rho 0,044
pO

P 0,639

Korelacijski koeficijent rho 0,016
FEV1 (%)

P 0,850

Korelacijski koeficijent rho -0,012
FEV/FVC

P 0,893
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Rezultati

Tablica 19. - nastavak

Korelacijski koeficijent rho 0,200
FENO

P 0,026

Korelacijski koeficijent rho 0,105
PEF

P 0,116

Korelacijski koeficijent rho -0,098
BMI

P 0,142

Korelacijski koeficijent rho 0,220
eozinofili (nos)

P 0,039

Korelacijski koeficijent rho 0,037
eozinofili (sputum)

P 0,732

Korelacijski koeficijent rho 0,157
MAO

P 0,068

“Rezultati su prikazani kao Spearmanov korelacijski koeficijent rho

Kratice:

p0,- parcijalni tlak kisika u krvi

FEV1- forsirani ekspiracijski volumen u prvoj sekundi

FEV1/FVC - omjer FEV1 i forsiranog vitalnog kapaciteta

FENO -koncentracija duSicnog monoksida u izdahnutom zraku

PEF — maksimalna brzina izdaha
BMI — indeks tjelesne mase

MAO- monoamin oksidaza

67



Rezultati

Analizom povezanosti PAI-1 genotipova i pojavnosti alergijskog rinitisa uoc¢ene su znacajne
razlike u prevalenciji alergijskog rinitisa kod pojedinin PAI-1 genotipova. Daljnjom
statistickom obradom se pokusalo ustanoviti postoje li jos neke razlike koje bi bile povezane s
pozitivnom anamnezom alergijskog rinitisa. Rezultati su prikazani na Slici 14 gdje je vidljivo
da unutar PAI-1 genotipa 4G/4AG skoro % ispitanika ima alergijski rinitis, dok u genotipu
5G/5G prisutno samo 41% ispitanika (P=0,017).

Prema Slici 14 vidljivo je da ispitanici koji su homozigoti 4G/4G imaju najveéu ucestalost
alergijskog rinitisa, dok ispitanici s alelom 5G/5G najmanju.

Alergijski
rinitis
100 W
BDa
80
£ 60—
=
2
o
40
204
[]_

4G/M4G 4G/AG EGEG
PAl genotipovi

Slika 14. Prikaz statisticke analize usporedbe PAI-1 genotipova kod bolesnika s alergijskim
rinitisom
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Rezultati

Rezultate analize Hardy-Weinbergove ravnoteze PAI-1 4G/5G genotipova pokazuje Tablica
20. Analiza Hardy-Weinbergove ravnoteze PAI-1 4G/5G genotipova obzirom na pojavnost u
svih bolesnika s astmom, odnosno samo onih astmaticara koji imaju alergijski rinitis pokazuje
da kod astmatiCara nema znaCajnog odstupanja od ekvilibrijuma (P=0,155), dok kod
bolesnika koji imaju i alergijski rinitis zabiljezena su znacajna odstupanja (P=0,037) Sto
ukazuje da raspodjela pojedinih genotipova u ovih bolesnika statisticki znac¢ajno odudara od

ravnoteze.

Tablica 20. Analiza Hardy-Weinberg ravnoteze PAI-1 4G/5G genotipova obzirom na
pojavnost u svih bolesnika s astmom, odnosno samo onih asmaticara koji imaju alergijski
rinitis

PAI-1: svi asmaticari Promatrani Ocekivani
ng})igajeni homozigot 34 38.3
Heterozigot 4G/5G 81 72,4
Rijetki homozigot 5G/5G 30 34,3
Var. al. frekv. 0,49

X = 2,02
X test P vrijednost = 0,155 1 df
PAI-1: alergijski rinitis Promatrani Ocekivani
fgﬁ)jéaj eni homozigot o5 298
Heterozigoti 4G/5G 53 43,4
Rijetki homozigot 5G/5G 11 15,8
Var. ale. Frekv 0,42
X = 4,36
X test P vrijednost = 0,037 1 df

Kratica: Var. ale. frekv. — varijacija elelne frekvencije
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Rezultati

Brojni parametri koji bi mogli biti poveznica izmedu astme i pojavnosti alergijskog rinitisa su

analizirani i dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 21. 1z Tablice 21 vidljivo je da oboljeli

od astme s alergijskim rinitisom imaju znacajno ucestaliju pozitivnu obiteljsku anamnezu

(P=0,008).

Tablica 21. Razlike u socio-demografskim i klinickim parametrima medu bolesnicima

oboljelim od kronicne astme sa i bez alergijskog rinitisa™*

Ne

Alergijski rhinitis

Da

N=56 N=89 12 o
N % N %
Sool Musko 19 33,9% 36 40,4% 062 0.431
po A4 1 1
Zensko 37 66,1% 53 59,6%
Obiteljska Ne 36 64,3% 37 41,6%
anamneza Da 20 35,7% 52 58,4% 09 0,008
PoviSen krvni Ne 27 48,2% 62 69,7% 667 0.010
Tlak Da 29 51,8% 27 30,3% ’ ’
. Ne 48 85,7% 78 87,6%
Secerna bolest 0,11 0,738
Da 8 14,3% 11 12,4%
Gastroezofagealni Ne 50 89,3% 75 84,3% 073 0.394
Reflus Da 6 10,7% 14 15,7% ' '
i Ne 56 100,0% 86 96,6%
Kardlc_)vaskularne 1,93 0,165
bolesti Da 0 0,0% 3 3,4%
i Ne 21 37,5% 40 44 9%
Drugi 078 0377
komorbiditeti Da 35 62,5% 49 55,1%
Respiratorne Ne 45 80,4% 62 69,7%
tegobe u 2,03 0,154
djetinjstvu Da 11 19,6% 27 30,3%
Alergijska 16 28,6% 63 70,8%
Fenotip astme Ne- 24,70  <0,001
alergijska 40 71,4% 26 29,2%
| 11 19,6% 11 12,4%
o I 9 16,1% 17 19,1%
GINA smjernice 1,49 0,685
i 16 28,6% 28 31,5%
v 20 35,7% 33 37,1%
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Rezultati

Tablica 21. - nastavak

Ne 53 94,6% 78 87,6%
Okidac: Stres 1,93 0,165
Da 3 5,4% 11 12,4%
Ne 44 78,6% 69 77,5%
Okida¢: Hladnoc¢a 0,02 0,883
Da 12 21,4% 20 22,5%
) Ne 45 80,4% 43 48,3%
Okidac: Alergen 14,79 <0,001
Da 11 19,6% 46 51,7%
Okidag: Ne 25 44.6% 49 55,1%
Respiratorna 1,49 0,222
infekcija Da 31 55,4% 40 44,9%
3 Ne 36 64,3% 20 22, 7%
IzIozenpst 24,87 <0,001
alergenima Da 20 35,7% 68 77,3%
o  Ne 22 39,3% 52 58,4%
Hitne intervencije 5,04 0,025
Da 34 60,7% 37 41,6%
o Ne 34 61,8% 59 66,3%
Hospitalizacija 0,30 0,585
Da 21 38,2% 30 33,7%

*Rezultati obradeni y2 testom
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Rezultati

U Tablici 22 usporedivani su kvantitativni socio-demografski i klini¢ki parametri u ispitivanoj
skupini bolesnika s astmom u odnosu na pojavnost alergijskog rinitisa, a rezultati su obradeni

Mann-Whitney U testom.

U analizi skupine bolesnika oboljelih od astme, bolesnici sa alergijskim rinitisom su znacajno
mladi (medijan 56 godina) u odnosu na bolesnike bez alergijskog rinitisa ¢iji je medijan 62
godine starosti (Tablica 22). lz rezultata je vidljiva statisticki znacajna razlika izmedu
bolesnika sa alergijskim rinitisom u odnosu na bolesnike bez alergijskog rinitisa (P=0,033).
Dijagnoza kod osoba bez alergijskog rinitisa postavljena je prosje¢no u 43. godini zivota dok
je u skupini s alergijskim rinitisom ta dijagnoza postavljena u ranijoj dobi (prosje¢no 35
godina), Sto je i statisticki znacajna razlika (P=0,016). Iako su i jedni i drugi imali odredene
respiratorne smetnje u djetinjstvu, nije pronadena statisticki znacajna razlika koja bi ukazivala

na vecu pojavnost alergijskog rinitisa u kasnijoj dobi.
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Rezultati

Tablica 22. Razlike u kvantitativnim socio-demografskim i klinickim parametrima medu

pacijentima oboljelim od kronicne astme sa i bez alergijskog rinitisa

Alergijski rhinitis

Ne Da
N=56 N=89 7 p
N Percentile  percentile N Percentile Percentile
25 75 75

Godine 62,50 45,50 72,00 56,00 36,00 67,00 2,13 0,033
Pusenje: pack years 0,00 0,00 19,75 0,00 0,00 5,00 -1,28 0,199
Starost kod

postavljanja 43,00 31,00 58,00 35,00 20,00 53,00 -2,41 0,016
dijagnoze

Trajanje bolesti 13,00 8,00 20,00 15,00 10,00 25,00 -1,20 0,229
IgE 64,05 32,65 211,50 232,00 87,70 499,00 -3,45 0,001
Broj egzacerbacija 1,00 0,00 1,00 1,00 0,00 1,00 -0,02 0,981
pO2 75,00 67,00 82,00 80,00 76,00 85,00 -3,11 0,002
FEV1 (%) 71,80 55,90 91,80 78,90 57,10 90,40 -0,60 0,546
FEV/FVC 67,07 59,07 75,45 69,21 61,12 77,04 -1,17 0,240
FENO 18,40 7,70 50,40 20,00 10,00 36,70 -0,50 0,614
PEF 66,40 52,30 85,10 82,00 61,20 95,00 -2,10 0,036
™ 27,30 24,20 31,60 26,55 23,05 29,70 -1,00 0,319
Serotonin 1,07 0,76 1,32 1,10 0,87 1,46 -0,77 0,440
MAO 44,22 41,20 54,92 44,51 35,71 54,31 -0,61 0,541

*Rezultati obradeni Mann - Whitney U testom
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Tablica 23 prikazuje predikciju nastanka alergijskog rinitisa u bolesnika koji boluju od astme.
Bolesnici koji imaju PAI 5G/5G genotip u odnosu na PAI 4G/4G imaju 3,74 puta (1/0,267)

manji rizik javljanja simptoma alergijskog rinitisa, s obzirom na njihovu dob i spol.

Tablica 23. Predikcija nastanka alergijskog rinitisa u bolesnika koji boluju od astme*

PAI-1 4G/4G (ref.) 0,045
PAI-1 4G/5G 0,64 0,261 1572 0,330
PAI-15G/5G 0,27 0,091 0,782 0,016

Dob (godine) 0,98 0,961 1,001 0,059

Zenski spol 0,75 0,364 1565 0,450

*Rezultati obradeni binarnom logistickom regresijom
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porastu u razvijenim zemljama (Stipi¢-Markovi¢ i sur 2003, Chang 2006, Pearce i sur. 2007).

To je upalna bolest diSnih puteva karakterizirana hiperreaktivnos¢u bronha 1 privremenim
epizodama opstrukcije diSnih puteva. Glavni uzrok patoloskih promjena u asmaticara je
kroni¢na, neinfektivna upala disnih puteva (Curschmann 1882, Hamid 2012).

Budu¢i da se pod disnim putevima podrazumjeva respiratorna cijev od nosa do najmanjih
alveola u plu¢ima, vrlo Cesti problemi koji se vezu uz astmu su i klinicki simptomi gornjih
diSnih puteva, poznati kao i alergijski rinitis.

Patofiziologija astme i alergijskog rinitisa je slozena i ukljucuje utjecaj brojnih ¢imbenika,
genetickih 1 okolisnih. Ove su bolesti blisko povezane, ali kad se predocavaju zajedno,
smatraju se razli¢itim fenotipom i endotipom astme. Vazno je istaknuti da je teZina bolesti
astme i alergijskog rinitisa ¢esto podcijenjena kako od pacijenata tako i od lije¢nika (Demoly i
sur. 2013), a predstavlja tezak teret za drustvo svugdje u svijetu.

Rasvijetljavanje patofiziologije astme, pronalazenje biljega (biomarkera) za dijagnostiku te
utvrdivanje klju¢nih mjesta u imunosnoj reakciji na kojima je moguca blokada upale sve vise
je moguée =zahvaljuju¢i napretku i novim spoznajama baziéne imunologije. Genska
istrazivanja pokazuju da promjene u aktivaciji gena imaju kljuénu ulogu u indukciji
alergijskih bolesti. Ova hipoteza je potvrdena pomocu istrazivanja koja pokazuju promjene u
ekspresiji gena nakon imunoterapije (Lotwal i sur. 2011, Pevec i sur. 2012).

Jedan od gena koji je dokazano povezan s astmom je plazminogen aktivator inhibitor-1
(PAI-1) (Szefler i sur. 2012, Chung i sur. 2015, Apter | 2015), §to potvrduju i nasi rezultati
gdje smo nasli jasnu povezanost izmedu polimorfizma PAI-1 -675 4G/5G i razvoja
alergijskog rinitisa kod pacijenata s astmom u hrvatskoj populaciji (Tablica 23).

PAI-1 pripada superporodici inhibitora serin proteaze koji regulira fibrinoliticki sustav,
primarno inhibicijom tkivnog aktivatora plazminogena (tPA) i urokinaza plazminogen
aktivatora (UPA). PAI-1, kao klju¢ni inhibitor fibrinolize, igra vaznu ulogu u bronhalnoj
hiperreaktivnosti, hipersekreciji sluzi i remodeliranju diSnih puteva, tri uobiajene
komplikacije kroni¢ne upale diSnih puteva kod astme (Madéach i sur. 2010, Nie i sur. 2012).
Noviji radovi na miSjim modelima pokazali su da je izlaganje alergenima rezultiralo
poveéanjem koncentracije PAI-1 i Th2 citokina u plu¢ima, uz povecanje broja eozinofila u
bronhima, Sto dovodi do remodeliranja bronha, povec¢anog stvaranja sub-epitelnog kolagena,
hipertrofije glatkog misica i povecane angiogeneze (Tezuka i sur. 2015). Takoder je poznato

da je ekspresija PAI-1 gena znatno povecana u aktiviranih mastocita, koje su glavne
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efektorske stanice kod astme i drugih alergijskih bolesti (Ma i sur. 2007). Nedavna
istrazivanja Choa i suradnika (2015) ispitivala su medurekciju izmedu mastocita i epitelnih
stanica u stvaranju PAI-1. Dokazali su da su humani mastociti izravni izvor PAI-1 Kkoji
sudjeluje u remodeliranju di$nih puteva. Takoder se TGF-B-posredovanom aktivacijom
bronhalnih epitelnih stanica stvara dodatni PAI-1. Liu i suradnici (2015) ukazuju da mala
molekula koja je inhibitor PAI-1, nazvana TM5275, moze imati terapijski potencijal za astmu,

smanjujuci eozinofilni alergijski odgovor, koji je prisutan i u alergijskom rinitisu.

Ekspresija gena PAI-1 regulirana je djelomi¢no 4G/5G polimorfizmom u promotorskoj regiji
PAI-1 gena koji ukljucuje brisanja ili umetanja guaninske baze na -675 bp nukleotid u odnosu
na pocetno mjesto transkripcije (RS 1799889 od -675). Istrazivanja su pokazala da ljudi s
genotipom- 675 4G/4G imaju veéu transkripcijsku aktivnost PAI-1 od onih s 5G/5G
genotipom (Cho i sur. 2001).

NaSe istrazivanje je u sukladu s istrazivanjem Cho i sur. (2001) gdje smo potvrdili da
prisutnost genotipa 4G/4G jest znacajan rizi¢ni faktor za alergijski rinitis kod pacijenata s
astmom (Tablica 23). Unutar ovog istraZivanja koje je obuhvatilo 149 ispitanika oboljelih od
astme, 23,49% je imalo PAI-1 genotip 4G/4G, 55,70% genotip 4G/5G, dok ih je 20,81%
imalo genotip 5G/5G. Medutim, ako uzmemo u obzir bolesnike s astmom koji su bolovali i od
alergijskog rinitisa, a takvih je bilo 89 bolesnika; PAI-1 genotip 4G/4G je imalo znacjano
viSe bolesnika, to¢nije 73,53%, genotip 4G/5G imalo je 63,41%, dok je 41,38% nositelja
genotipa 5G/5G (Slika 14).

Kod 153 ispitanika unutar naseg istrazivanja kontrolne skupine, ucestalost genotipa 4G/4G je
32,70%, genotipa 4G/5G je 45,80%, dok ucestalost genotipa 5G/5G iznosi 21,60% (Tablica
8). Analiza ovih rezultata y* testom je pokazala da nema statisticki znacajne razlike u
ucestalosti PAI-1 4G/5G genotipova izmedu skupine oboljelih od astme i kontrolne skupine
(P=0,152).

Kod te skupine bolesnika s astmom koji su bolovali i od alergijskog rinitisa utvrdene su
statisticki znacCajne razlike u ucestalosti alergijskog rinitisa u usporedbi s kontrolnom
skupinom s obzirom na PAI-1 4G/5G genotipove (P=0,017). Ispitanici koji su imali PAI-1
genotip 4G/4G, imali su najvecu ucestalost alergijskog rinitisa, dok oni s genotipom 5G/5G
imali najmanju. Prema ovom rezultatu postoje naznake o zaStithom ucinku alela 5G na

nastanak alergijskog rinitisa u bolesnika s astmom. Dobiveni rezultati potvrduju vaznost
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biljega PAI-1 4G/5G polimorfizma kao klju¢ne komponente ukljuc¢ene u patofiziologiju astme
i alergijskog rinitisa, posebice u bolesnika gdje su ove bolesti prisutne u kombinaciji.

Vaznost PAI-1 potvrduje Sejima i suradnici koji su pokazali kako fibrinoliticke komponente,
poput PAI-1, imaju ulogu, ne samo u trombolizi i proteolizi, nego i u imunoloskom odgovoru
mijenjajuci ravnotezu izmedu Th2 1 Thl reakcije, Sto predstavlja klju¢nu ulogu PAI-1 u
alergijskoj upali. Nadalje, bitne cinjenice za etiologiju alergijskog rinitisa dolaze i iz
istrazivanja Maa i koautora (2007) gdje je pokazano da PAI-1 potice razvoj astme preko PAI-
1 mRNA 1 proteina koji su s visokom vjerojatnos¢u inducirani transkripcijskom regulacijom u
aktiviranim mastocitima, koji su glavne efektorske (izvrsiteljske) stanice u astmi i drugim
alergijskim bolestima.

Malo istrazivanja postoji o0 -675 4G/5G PAI-1 polimorfizmu i alergijskom rinitisu kod
odraslih. Buckova i suradnici (2002) su proveli istrazivanje kako bi se odredila poveznica
izmedu -675 4G/5G polimorfizma i razvoja astme posredovane s IgE protutijelom, kao i
drugih alergijskih bolesti, u ¢eskoj populaciji. U svom istrazivanju ukljucio je 207 pacijenata i
186 zdravih ljudi kao kontrolnu skupinu. Ucestalost 4G alela je bila znacajno veéa kod
asmatiCara, u odnosu na kontrolnu skupinu. Njihovi su rezultati bili prvi koji su podrzali ideju
da 4G alel u sklopu 4G/5G polimorfizma moze biti rizicni ¢imbenik za nastanak astme
posredovane IgE protutijelom i ostalih alergijskih bolesti (Buc¢kova i sur. 2002).

Ozbek i koautori (2009) su istrazili raspodjelu PAI-1 -675 4G/5G polimorfizma u grupi od 99
turske djece s alergijskim rinitisom, gdje su dosli do zakljucka da je pojavnost 4G alela
znacajno visa u djece s alergijskim rinitisom, u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu na $to
ukazuju i nasi rezultati prikazani u (Tablica 23) ali na odraslim bolesnicima. Unutar nasih
rezultata vidljivo je da prisutnost barem jednog 4G alela ispitivanog polimorfizma PAI-1 -
675 4G/5G  jest vazni rizi¢ni faktor za alergijski rinitis kod pacijenata s astmom Sto je u
sukladu s dobivenim rezultatima Buc¢kinove i sur (2002) i Ozbeka i sur. (2009).

Suprotno ovim rezultatima, Dijkstra i suradnici su proucavali korelaciju izmedu -675 PAI-1
4G/5G polimorfizma i razvoja astme, tezine bolesti i odgovora na udahnute kortikosteroide
kod 281 asmaticara i 1390 pripadnika opce populacije u Nizozemskoj (Dijkstra i sur. 2011).
Istrazivanja Dijkstra i sur. (2011), za razliku od nas, nisu pokazala statisti¢ki znacajne razlike
u genotipskoj razdiobi izmedu bolesnika astmaticara i zdravih kontrola. Bolesnici s astmom
koji su nositelji PAI-1 5G alela imali su vise razine IgE i slabiju razinu pluéne funkcije na
pregledima, smanjene maksimalne odrzane plu¢ne funkcijske razine te brze opadanje plu¢ne
funkcije, u usporedbi s bolesnicima nositeljima 4G/4G genotipa. Konacno, 5G alel su

povezali s niZzom pojavnoscu kompletne remisije astme kod pracenja bolesti. Prema
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dobivenim rezultatima ovog istrazivanja autori su zakljuéili kako PAI-1 nije gen gen rizika za
astmu, nego njegova prisutnost vise utjece na ozbiljnost bolesti, napredovanje i dugoro¢ni ICS
odgovor asmaticara.

Zbog suprostavljenih rezultata malog broja istraZzivanja koja su se bavila ispitivanjem
korelacije izmedu -675 4G/5G polimorfizma PAI-1 gena i astme, a posebno jo$ i kombinacije
s alergijskim rinitisom, prvotna je postavka naseg istrazivanja bila da mozda postoji razlika u
ucCestalosti 4G 1 5G alela spomenutog polimorfizma samo kod astme, u odnosu na
kombinaciju bolesti, tj. alergijski rinitis u astmi, $to su rezultati ovog istrazivanja i potvrdili.
Prema naSim rezultatima (Tablica 23) bolesnici kod kojih je dijagnosticirana astma a koji
imaju genotip PAI-1 -675 5G/5G u odnosu na PAI 4G/4G imaju 3,74 puta manji rizik za
pojavnost simptoma alergijskog rinitisa te smatramo da PAI-1 5G/5G genotip, tj. 5G alel ima

zastitnu ulogu za razvoj bolesti alergijskog rinitisa i astme.

Osim toga, astma i alergijski rinitis se u zadnjih 50-ak godina u pacijenata ¢esto pronalaze
zdruZeni, pa se govori o astmi s alergijskim rinitisom. Postoje brojna istrazivanja koja su se
bavila poveznicom alergijskog rinitisa i astme (El-Helaly i sur. 2012). Tako, primjerice
unutar istrazivanja Lombardi i suradnika (2001), koje je ukljucivalo 99 pacijenta pracenih u
razdoblju od 10 godina nakon Sto im je dijagnosticirana astma ili alergijski rinitis ili oboje,
potvrdeno je da 32% pacijenata s pocetnim alergijskim rinitisom razvilo je astmu, a 50%
pacijenata samo s po¢etnom astmom razvilo je alergijski rinitis.

Svjetska zdravstvena organizacija provela je istrazivanje naslovljeno ARIA (Alergijski Rinitis
I njegov utjecaj na astmu) koje se bavilo ispitivanjem utjecaja alergijskog rinitisa na astmu.

ARIA je zakljucila kako bi se alergijski 1 nealergijski rinitis trebali smatrati rizi¢nim

¢imbenikom za razvoj astme (www.who.int/gard/en/) (www.whiar.org).

Rezultati od El-Helaly i suradnika (2012) pokazali su kako pacijenti s astmom i alergijskim
rinitisom imaju lo$iju pluénu funkciju u usporedbi s pacijentima koji imaju samo astmu. Od 3
skupine (skupina 1 — samo alergijski rinitis, skupina 2- samo astma, skupina 3 — zdruZeni
alergijski rinitis i astma) pokazalo se kako pacijenti iz skupine 3 imaju najloSije plu¢ne
funkcionalne testove i veéi stupanj tezine astme. Takoder je pokazano kako skupina samo s
alergijskim rinitisom takoder ima naruSene pluéne funkcionalne testove, poglavito reducirani
FEF25-75.

U naSem istrazivanju (Tablica 22, Tablica 21) pacijenti s alergijskim rinitisom bili su
znacajno mladi od onih s astmom bez alergijskog rinitisa (P=0,033) te su znacajno ucestalije

imali pozitivhu obiteljsku anamnezu astme (P=0,008). Ti su pacijenti ucestalije imali
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alergijski fenotip astme Sto ukazuje da je prisutnost alergena vazna kao okida¢ za pogorsanje
astme. Bolesnici s alergijskim rinitisom i astmom imali su Cetiri puta viSu razinu IgE, viSe
vrijednosti parcijalnog tlaka kisika (pO.) i vece vrijednosti PEF (Tablica 22 ).

Genotip polimorfizma 4G/4G PAI-1 bio je znacajno ucestaliji kod pacijenata s alergijskim
rinitisom, u odnosu na pacijente s astmom a bez alergijskog rinitisa. NaSe je istraZivanje
pokazalo povisenu ucestalost 4G/4G genotipa PAI-1 kod bolesnika s alergijskim rinitisom
(Tablica 23). Regresijskom analizom potvrdili smo da je prisutnost 4G/4G genotipa znacajni
Cimbenik rizika za alergijski rinitis kod pacijenata s astmom i da je 4G/5G PAI-1
heterozigotni genotip takoder povezan s alergijskim rinitisom, ali s grani¢nom vrijednosti
statistickog znacaja. Temeljem navedenog, nasi rezultati potvrdili su pretpostavke o znacaju -
675 PAI-1 polimorfizma kod alergijskih respiratornih bolesti, kao Sto je alergijski rinitis.
Medutim, treba naglasiti da ovaj nas$ nalaz moze imati ogranicavajuée znacenje S 0bzirom na
broj bolesnika ukljucenih u istraZivanje, te smatramo da u budu¢im istraZivanjima svakako bi
trebali u analizu ukljuciti daleko ve¢i broj bolesnika. Medutim, i ako smo u naSem
istrazivanju imali 149 bolesnika i 153 zdravih ispitanika kontrolne skupine mozemo re¢i da
dobiveni rezultati su u sukladu s rezultatima Nie i sur. (2012) koji je u svom istraZzivanju
imao za cilj provijeriti utjecaj 4G/5G polimorfizma PAI-1 gena kao ¢imbenika rizika u astmi.
Njegovo istrazivanje je ukljuc¢ivalo ukupno 1817 bolesnika koji su bolovali od astme i 2327
kontrolnih osoba bez bolesti ali za razliku od naSih istrazivanja nije ukljucivalo bolesnike s
alergijskim rinitisom. Sveukupni rezultati ove meta-analize potvrdili su statisti¢ki znacajne
razlike ucestalosti 4G i 5G alela izmedu bolesnika i kontrolne skupine. Medutim, ova
istrazivanja bila su po mnogo ¢emu razli¢ita: po etnickim i rasnim znacajkama, po zivotnoj
dobi sudionika istrazivanja, po ukljuc¢ivanju djece, ili odraslih ili mijeSanih dobnih skupina u
istraZzivanju, pa zbog nekonzistentnosti kriterija za ukljucivanje u meta-analizu, treba biti
oprezan prema dobivenom zbirnom rezultatu. Nadalje, unutar ovog istrazivanja izdvajanjem
bjelacke populacije analiza izmedu bolesnika s astmom i kontrone skupine nije pokazala

poveznicu izmedu PAI-1 4G/5G polimorfizma i astme (Nie i sur. 2012).

Autor meta-analize zaklju¢io je na kraju da je s obzirom na sloZzenu patogenezu nastanka
astme, malo vjerojatno da ¢e polimorfizam u jednoj bazi (SNP) jednog gena predstavljati
povecani rizik za razvoj astme bez istovremenog razmatranja medudjelovanja s ostalim
polimorfnim genima rizicnim za astmu (Nie i sur. 2012). To je nedvojbeno tako, ali ipak se

¢ini kada se uzme u obzir na koje sve patoloSke mehanizme u astmi moZe utjecati PAI-1, da
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polimorfizam 4G/5G moze predstavljati dosta vazan ¢imbenik rizika za udruzene bolesti kao
Sto su alergijski rinitis i astma, Sto je dokazano i u ovom istrazivanju (Tablica 23).

Kako se medudjelovanja genskih i1 okolisnih ¢imbenika razlikuju od populacije do populacije,
tako se mijenja i utjecaj polimorfizma 4G/5G PAI-1 gena na nastanak i razvoj astme. Stovise,
razlike se mogu javiti i unutar iste populacije, pa je iz tog razloga potrebno provesti daljnja
multicentricna istrazivanja s veéim brojem bolesnika kako bi se dobili Sto statisticki
vjerodostojniji rezultati (Bora i sur. 2013).

Plazminogen aktivacijski sustav i plazmin, kao i PAI-1 predstavljaju vazne fibrinoliticke
sustave klju¢ne za patogenezu kroni¢nih respiratornih bolesti kao §to je astma, za kroni¢ne
opstruktivne i intersticijske pluéne bolesti, kao i za karcinome (Stewart i sur. 2013). PAI-1, i
intersticijski urokinazni plazminogen aktivator (UPAR) su medijatori upalnog procesa te kroz
djelovanje pomocu novih lijekova koji mogu zaustaviti djelovanje PAI-1 u upali i
remodeliranju disnih puteva u astmi (Lee i sur. 2012, Schuliga i sur. 2013).

Moderne metode molekularne biologije omogucile su detaljna istrazivanja polimorfnih
varijanti gena i njihova utjecaja na razvoj bolesnih stanja na razini stanice.

Osim ispitivanja utjecaja polimorfizma PAI-1 4G/5G, drugi dio rada bio je posvecen
istrazivanju genotipova ABO krvne grupe na ventilacijsku funkciju pluc¢a kod astme.

Postoje razlike u zastupljenosti odredenih alela ABO u populacijama i razli¢itim etnickim
skupinama. Nedavna istraZivanja bavila su se ispitivanjem povezanosti ABO sustava krvnih
grupa kao genetickog ¢imbenika s razli¢itim bolestima (Garraty 2005, lodice i sur. 2010,
Franchini i sur. 2012). NaSa druga hipoteza (pretpostavka) bila je kako u respiratornim
bolestima, astmi i alergijskom rinitisu, moze postojati povecana pojavnost odredenih
genotipova ABO sustava krvnih grupa. Zbog toga smo proveli odredivanje ABO genotipova
§to omogucuje bolju razlucivost izmedu ABO alela, u odnosu na samo odredivanje ABO
fenotipa na osnovne cetiri krvne grupe. Eksperimentalni nalazi odbacili su nasu drugu
hipotezu budu¢i da su pokazali kako ne postoji razlika u ucestalosti ABO genotipova izmedu
dviju ispitivanih skupina, bolesnika i kontrolne skupine (vidi rezultate Tablice 7).

Istrazivanja koja su ispitivala povezanost genotipova ABO krvnih grupa s astmom i
alergijskim rinitisom takoder su iznimno rijetka. IstraZivanje Falsarele i suradnika (2011) na
168 pacijenata koji su imali alergijski rinitis i na istom tolikom broju zdravih pojedinaca u
Brazilu pokazalo je marginalne razlike s obzirom na ABO fenotip osim krvna grupe O koja
je bila povezana s alergijskim rinitisom (OR 1,735; 95 % CI 1,127-2,673). Zanimljivo je da je
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omjer izgleda OR za fenotip O u bolesnika s alergijskim rinitisom i kontrolnih subjekata bio
statisticki znacajan za muske, ali ne i zenske bolesnike (Falsarella i sur. 2011).

lako, sveukupno nisu utvrdene razlike u ucestalosti ABO genotipova izmedu bolesnika i
kontrolne skupine, naSe istrazivanje je pokazalo da je medu bolesnicima s astmom bila
najzastupljenija A krvna grupa (Tablica 7). U fenotipskoj A krvnoj grupi najzastupljeniji je
genotip O1A1 kod bolesnika (22,8%) koji je takoder najzastupljeniji i u kontrolnoj skupini
(25,5%). Vode¢i genotip je O101 ¢iji su nositelji zastupljeni s 27,5%. dok je u kontrolnoj
skupini najvise nositelja takoder genotipa 0101 (30,1%). U fenotipskoj B krvnoj grupi
najzastupljeniji je genotip O1B1 i u skupini bolesnika (16,8%) i u kontrolnoj skupini (17,6%).
Kod nositelja krvne grupe AB cesce je zastupljen A1B genotip u odnosu na A2B genotip i
kod bolesnika i kod ispitanika iz kontrolne skupine (Tablica 7).

S obzirom da su neka istraZzivanja pokazala da bolesnici s pove¢anim indeksom tjelesne mase
(BMI), imaju ve¢i rizik za razvoj astme, u ovom radu takoder je ispitivana razlika u razinama
indeksa tjelesne mase izmedu ispitivane skupine asmaticara i kontrolne skupine. Prema nasim
istrazivanjima (Tablica 10) ispitivana skupina bolesnika s astmom je imala znacajno ve¢i BMI
(P=0,004).

Nasim dobivenim rezultatima mozemo zakljuciti da je kod asmaticara, veliki broj bolesnika s
prekomjernom tezinom, a uoceno je i da su adipozni bolesnici ¢eS¢e prisutni kod
nealergijskog fenotipa astme. Nasi rezultati su u sukladu s ranije provedenim istrazivanjima
koja ukazuju da pacijenti s pove¢anim indeksom tjelesne imaju veci rizik za razvoj astme
(Shore i sur. 2005, Beuther i sur. 2007). Takoder, povisen BMI moZe biti povezan i s teZinom
astme (Taylor i sur. 2008). Ti rezultati ukazuju da mozemo pretpostaviti da je pove¢ani BMI
prediktivni ¢imbenik za razvoj bolesti (zajedno s drugim genskim ¢imbenicima), ali ne
objektivno obiljezje astme. Pojavnost astme i pretilost u stalnom je porastu, a pretilost kao
javnozdravstveni problem koji je danas sve viSe proSiren, ujedno i najces¢i komorbiditet
astme. Pretilost je povezana s povecanim rizikom egzacerbacija astme, pogorSanim
respiracijskim simptomima i slabom kontrolom astme. To¢ni mehanizmi ostaju nepoznati, ali
su vjerojatno viSezna¢ni, od mehanickih promjena diSnog puta i pluénog parenhima do
sustavnih upalnih i metaboli¢kih poremecaja koji na kraju utjeu na pluénu funkciju, kao i na
odgovor na terapiju (Shore i sur. 2005, Beuther i sur. 2007). Medutim, ¢injenica da nije svaki
pretili asmatic¢ar jednako pogoden pretilos¢u (u pogledu njegove astme), naglaSava brojne

izazove i kompleksnosti u razumijevanju poveznice pretilosti i astme (Baffi i sur. 2015).
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Na tu poveznicu utjeCu brojni ¢imbenici, poput dobi, spola, rase i okruzenja. Trebalo bi
provoditi viSe istrazivanja na tom podrucju kako bi se spoznalo za koje populacije je poviseni
indeks tjelesne mase najveci rizik.

Fenotip astme povezan s pretilos¢u pokazuje trend sve ucestalije pojavnosti u klinickoj praksi.
Razumijevanje mehanizma koji dovodi do slabije kontrole astme u pretilih pacijenata ostaje
nerazjasnjen mehanizam (Celebi i sur. 2016).

Astma kod pretilih pacijenata mogla bi biti posve jedinstven fenotip astme kod koje bolesnici
imaju puno ozbiljniju bolest i koja slabo reagira na konvencionalnu terapiju. Cimbenici koji bi
mogli doprinositi patogenezi astme u pretilih osoba su mehanic¢ki ¢imbenici (Slabija
ventilacija), kao i promijenjeni upalni i imunoloski odgovori povezani s pretilos¢u (Dixon i
sur. 2010).

U usporedbi s bolesnicima koji nemaju poviSeni BMI, pretili bolesnici s astmom puno ¢esce
pokazuju stalne simptome astme, imaju viSe izostanaka s posla, vise koriste kratkodjelujuce
beta agoniste, inhalirajuce kortikosteroide kao 1 bilo koji drugi lijek za kontrolu astme prema
GINA smjernicama. Takoder, pretili bolesnici imaju manje izglede za remisiju astme i imaju
vece izglede za tezi perzistentni oblik astme (GINA 1V) (Taylor i sur. 2008).

Novija istrazivanja pokazala su kako je prekomjerna tezina bila neprepoznata,
nedijagnosticirana i nelije¢ena u djece koja su hospitalizirana zbog astme. Kod starije djece
postojala je jaka poveznica izmedu pretilosti i stupnja tezine kroni¢ne astme (Borgmeyer i sur.
2016).

Medutim, u istrazivanju provedenom na populaciji od 125 djece (1-16 god, podrucje Nevade),
BMI se nije pokazao kao vazan prediktor tezine astme. lako su pretila djeca pokazala
senzibilizaciju na alergene, pretila djeca su imala manje izglede za alergijsku senzitizaciju i
nize izglede za polisenzitizaciju, u usporedbi s asmatickom djecom koja su imala normalnu
tjelesnu masu (Lucas i sur. 2016).

Takoder se pokazalo da u pojedinaca koji imaju BMI ispod 25 kg/m?, rizik za astmu nastalu u
odrasloj dobi progresivno je povecan s povisenjem BMI-a, s poveéanjem rizika od 12% kod
osoba s BMI-em od 25 do 29 kg/m? pa sve do gotovo 250%-tnog poveéanja tog rizika kod
pojedinaca s BMI-om 50 kg/m? i ve¢im. Medutim, stupanj povezanosti pretilosti i poveéanog
rizika za razvoj astme u odrasloj dobi je pod utjecajem dobi, spola i rase. Ja¢a poveznica
izmedu pretilosti 1 astme pronadena je u Zena (u odnosu na muskarce), a slabiju povezanost
prethodno spomenutog imaju crnci (u usporedbi s ne-hispanskim bijelcima) (Koebnick i sur.
2016). Medu nasim ispitanicima (Tablica 10) minimalni BMI bio je 16,9 kg/m? maksimalni
47,1 kg/m?* (medijan 26,6 kg/m? ). Medijan BMI kontrolne skupine bio je 25,1 kg/m?, §to je
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znadajno nize (P=0,004) u odnosu na bolesnike s astmom. Bolesnici s BMI <25 kg/m? &inili
su 63,5% bolesnika s alergijskim astmom i samo 36,5% bolesnika s nealergijskim fenotipom
astme. Pretili bolesnici s BMI > 30 kg/m? &inili su 43,2% bolesnika s alergijskom astmom i
56,8% bolesnika s nealergijskom fenotipom astme.

Optimalna i na smjernicama utemeljena kontrola astme trebala bi rezultirati minimalnom
pojavnosti egzacerbacija u vec¢ine bolesnika. Osim niskih razina FEV1 u stabilnosti te potrebe
za trajnim lijeCenjem kortikosteroidima, jedan od prediktora egzacerbacija astme je i visoki
BMI (Papaioannou i sur. 2016).

Istrazivanje Celebi Stézener i suradnika (2016) pokazalo je kako postoji znacajna poveznica
izmedu debljine i kontrole astme. Nadalje, pokazalo se je da povecanje tjelesne mase i
neatopija takoder pogorSavaju kontrolu astme. U svijetlu tog istraZivanja, koje je pokazalo
kako debljanje vodi k smanjenju kotrole astme, istrazeno je kako mrSavljenje moze poboljSati
tijek astme (Celebi Sozener i sur. 2016).

Suradljivost bolesnika i provodenje standardne terapije ne poboljSava sposobnost postizanja
kontrole srednje teSke do teSke astme kod pretilih bolesnika (za BMI ve¢i od 30). Bolesnice, u
odnosu na muske bolesnike, imale su sve manje izgleda odrzati dobro kontroliranu astmu po
jedinici podizanja BMI-a (Scott i sur. 2016).

U naSem istraZivanju odredene su i vrijednosti plu¢ne funkcije (Tabica 12). Obzirom da su u
ispitivanoj skupini bili bolesnici koji boluju od astme, za ocekivati je bila izrazito znacajna
razlika u vrijednostima vrSnog protoka zraka (PEF) u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu
(P<0,001) sto potvrduje dobar odabir ispitanika za ispitivanu skupinu (Tabica 11).

Takoder je prikazana statisticka analiza usporedbe plu¢ne funkcije kod ABO fenotipa u
bolesnika s astmom gdje nismo zabiljezili znacajne razlike u izmjerenim vrijednostima pluc¢ne
funkcije FEV1, FEV/FVC i PEF kao niti razliku u vrijednostima oksigenacije (pO;) kod
asmaticara (P=0,326) izmedu nositelja pojedinih krvnih grupa (Tablica 13).

Gledajuc¢i fenotipove krvnih grupa nismo nasli statisti¢ki znacajne razlike u kvantitativnim
vrijednostima biomarkera FeNO (frakcija dusicnog monoksida u izdahnutom zraku) i IgE
(imunoglobulin E) kod bolesnika s astmom.

Istrazivanjem plu¢ne funkcije kod PAI-1 4G/5G genotipova u bolesnika s astmom takoder
nismo pronasli znacajne razlike u vrijednostima FEV1, FEV/FVC i PEF. Prikazane su i
razlike u kvantitativnim vrijednostima oksigenacije kod bolesnika s astmom obzirom na PAI-
1 4G/5G genotipove gdje takoder nisu uocene statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih

genotipova (P=0,497) .
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Poznato je takoder da bolesnici koji boluju od astme imaju poveéani rizik od anksioznosti i
razvoja depresije, Sto je i razumljivo i dobro istrazeno.

Medutim, relativno malo je ispitivanja provedeno i objavljeno o povezanosti astme sa
serotoninom (5-HT) kao i alergijskog rinitisa s 5-HT-om u ljudi.

Nedavno istraZzivanje Yanga i suradnika (2016) otkrilo je znacajne razlike u razdiobi
polimorfizma gena za serotoninski prijenosnik izmedu zdravih ispitanika i bolesnika koji
boluju od astme bez anksioznosti te onih s anksioznosti.

Najnovija istraZzivanja pokazala su da postoji znacajan porast u ekspresiji 5-HT2A gena u
mononuklearima perferne krvi PBMCs asmaticara (Ahangari i sur. 2015). za razliku od
navedenog istrazivanja, istrazivanje Farjadian i suradnika (2013) nije pokazalo poveznicu
izmedu polimorfizma gena za serotoninski prijenosnik i blage do umjerene perzistentne (ili
trajne) astme u djece.

Ipak, povecane razine serotonina Otkrivene su u tekuéini dobivenoj bronhoalveolarnom
lavazom, u miSeva i ljudi s astmom, nakon provokacije alergenom (Durk i sur. 2013).
Medutim, Ciprandi i sur. (2011) su pokazali da je razina serotonina u serumu povecana kod
pacijenata s alergijskim rinitisom, izvan sezone polenacije. Ova istraZzivanja pokazuju i
izravnu poveznica izmedu kvalitete zivota bolesnika s alergijskim rinitisom i razine
serotonina. Temeljem navedenog autori smatraju da sezonski alergijski rinitis utjeCe na
koncentraciju serotonina i da serumski serotonin moze posluziti kao biomarker u bolesnika s
alergijskim rinitisom (Ciprandi i sur. 2011).

Takoder otkriveno je kako su polimorfizam samo jednog nukleotida i haplotipovi gena
serotoninskog receptora HTR4 povezani s fenotipom astme i da genetske varijacije HTR4
mogu utjecati na razvoj ili sklonost razvoju astme (Kim i sur. 2014).

U naSem istraZivanju ispitivana skupina asmatic¢ara imala je zna¢ajno nize razine serotonina U
odnosu na kontrolnu skupinu (P=0,018), Sto je bilo i za ocekivati obzirom da serumski
serotonin moze prema prethodnim istrazivanjima posluziti i kao biomarker pacijenata koji
imaju egzacerbaciju astme i alergijskog rinitisa (Tablica 9). Nisu zapaZene znacajne razlike u
izmjerenim vrijednostima serotonina 0 odnosu na spol, povecanje arterijskog tlaka,
ezofagealni refluks, puSenje, pojedine PAI-1 genotipove, tip astme, pojedine okidace (stres,
hladnoc¢a), niti pojedine ABO fenotipove. Nasi rezultati korelacijskog koeficijenta rho s
obzirom na razinu serotonina u odnosu na dob, broj cigareta kod pusaca, duljinu pusenja,
pusacki indeks, FeNO, FEV 1, FEV/FVC, PEF, wvrijednost imunoglobulina E, broj
egzacerbacija, parcijalni tlak O, forsirani ekspiracijski volumen, maksimalnu brzinu izdaha,

indeks tjelesne mase ukazuju na znacajnu pozitivhu korelaciju vrijednosti serotonina u
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odnosu na koncentraciju duSi¢nog monoksida u izdahnutom zraku i eozinofila u nosu
( Tablice 19).

Brojna istrazivanja u svijetu ve¢ godinama su usmjerena na otkrivanje ¢imbenika koji utjecu
na pojavnost astme koja je veliki javnozdravstveni problem. Svaki doprinos u istraZivanju
utjecaja pojedinih brojnih ¢imbenika moZe pridonijeti u razumijevanju ovog kompleksnog

problema i pomoci u prevenciji ili njegovom smanjenju.
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1. U provedenom istraZivanju utvrdili smo povezanost izmedu polimorfizma PAI-1 -675
4G/5G i razvoja alergijskog rinitisa kod pacijenata s astmom u hrvatskoj populaciji.
Utvrdili smo znacajno visu ucestalost genotipa 4G/4G kod astmaticara s alergijskim
rinitisom u usporedbi s pacijentima oboljelim od astme koji alergijski rinitis nemaju.
Analiza regresije pokazala kako je prisutnost genotipa 4G/4G znacajan rizi¢ni faktor
za alergijski rinitis kod pacijenata s astmom. Genotip 4G/5G takoder je povezan s
alergijskim rinitisom, ali s grani¢nim statistiCkim znacajem. Ovo pokazuje da je
prisutnost barem jednog 4G alela ispitivanog polimorfizma PAI-1 -675 4G/5G  ve¢
vazni rizicni faktor za alergijski rinitis kod pacijenata s astmom. Stoga bi lijecnici
trebali obracati viSe paznje na pacijente s fenotipovima alergijskog rinitisa i astme koji

takoder imaju i PAI-1 4G/4G genotip.

2. Bolesnici kod kojih je dijagnosticirana astma a koji imaju genotip PAI-1 -675 5G/5G
u odnosu na PAI 4G/4G imaju 3,74 puta (1/0,267) manji rizik za pojavu simptoma
alergijskog rinitisa, kontrolirano prema njihovoj dobi i spolu. Stoga mozemo zakljuciti
da PAI-1 5G/5G genotip, tj. 5G alel vrsi zastitnu ulogu za razvoj bolesti alergijskog

rinitisa i astme.

3. Statistickom analizom razlika u razinama indeksa tjelesne mase izmedu ispitivane i
kontrolne skupine utvrdili smo da je ispitivana skupina imala znacajno ve¢i BMI u
odnosu na kontrolnu skupinu (P=0,004). Ti rezultati ukazuju da je povecani BMI

prediktivni ¢cimbenik za razvoj astme u RH.

4. Genotipovi krvnih grupa ABO sustava nisu uoc¢eni kao dodatni ¢imbenik rizika za
pojavnost astme i alergijskog rinitisa. Statisticka analiza povezanosti nositelja
pojedinih genotipova ABO sustava u bolesnika u usporedbi s genotipovima ABO u
kontrolnoj skupini nije ukazivala na znacajne razlike. To znaci da genotip ABO prema
rezultatima ovog istrazivanja nije geneticki ¢imbenik za razvoj astme niti alergijskog

rinitisa u ispitivanim skupinama.
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5.

Ispitivanjem vrijednosti pluéne funkcije (FEV1, FEV1/FVC, PEF), kvantitativne
vrijednosti oksigenacije kod bolesnika s astmom (P=0,326), kao i vrijednosti
biomarkera (FeNO i IgE), nisu zabiljezene znaajne statisticke razlike izmedu
pojedinih krvnih grupa kod navedenih parametara, tj. nema statisticki znacajne razlike
izmedu kontrolne skupine i bolesnika sa astmom uzevsi u obzir genotipove krvnih

grupa i gore navedene parametre.

Pojedini genotipovi polimorfizma PAI-1 -675 4G/5G ne utjeCu na pojavnost razlika
biomarkera ventilacijske funkcije kod bolesnika s astmom. Usporedivane su razlike u
kvantitativnim vrijednostima oksigenacije kod bolesnika s astmom pri ¢emu nisu
zabiljezene znacajne razlike izmedu pojedinih genotipova (P=0,497). Razlike u
kvantitativnim vrijednostima biomarkera (FeNO i IgE) kao niti razlike u vrijednostima
FEV1, FEV/FVC i PEF takoder nisu utvrdene.

Statistickom obradom utvrdeno je da ispitivana skupina koju su sacinjavali bolesnici
astmatiCari ima znacajno nize vrijednosti razine serotonina u odnosu na zdravu
kontrolnu skupinu (P=0,018). Ovo je u sukladu s ¢injenicom da bolesnici koji boluju

od astme imaju povecani rizik od anksioznosti i depresije.
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ZIVOTOPIS

Marina Lampalo rodena je u Sibeniku 1. veljaée 1975. godine. Osnovnu $kolu i $kolu za
Zdravstvene tehniCare laborantskog smjera zavrSila je u Zagrebu. Na SveuciliStu u Zagrebu
diplomirala je na Medicinskom fakultetu 2001. godine. Lije¢nicki staz odradila je na KB Sveti
Duh, a stru¢ni ispit za lije¢nike polozila 2002. godine. Nakon toga radila je kao terenski
lije¢nik u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu. Specijalizaciju iz interne medicine
zapocela je krajem 2003. godine u Klinici za pluéne bolesti Jordanovac te uspjesno polozila
specijalisticki ispit u ozujku 2008. Subspecijalisticki ispit iz pulmologije polozila je u
studenom 2010. godine. Zaposlena je kao odjelni lijecnik internist-pulmolog u KBC Zagreb,
Klinika za pluéne bolesti Jordanovac, na Zavodu za opstruktivne bolesti i alergologiju.
Doktorski studij na Prirodoslovno-matematickom fakultetu upisala je 2013. godine i poloZila
sve ispite.

U svrhu znanstvene i stru¢ne edukacije pristupnica je sudjelovala s radovima na brojnim
domacim 1 medunarodnim skupovima.

Clanica je Hrvatskog lije¢ni¢kog zbora, Hrvatskog pulmoloskog drustva i Torakalnog drustva.
Dobitnica je prve nagrade Toraksa za najbolji znanstveni rad 2016. g.

Majka je jednog djeteta.
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